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ΠΕΡΙΛΗΧΗ 

 

Πολλά αερόβια βακτιρια του εδάφουσ περιζχουν το φωςφο-ενολο-πυροςταφυλο-

εξαρτϊμενου ςφςτθμα φωςφο-τρανςφεράςθσ (PTS),  το οποίο τουσ επιτρζπει να 

χρθςιμοποιοφν ολιγομερι γλυκοηιδίων που προκφπτουν από κυτταρίνθ ι/ και από 

αποικοδόμθςθ άλλων γλυκανϊν. Δφο βαςικά ςυςτατικά αυτοφ του ςυςτιματοσ 

είναι (α) μια διαμεμβρανικι φωςφοτρανςφεράςθ, θ οποία φωςφορυλιϊνει τισ 

ολιγογλυκάνεσ, ενϊ τισ μεταφζρει εντόσ του κυττάρου και (β) μια ενδοκυτταρικι 

ευρείασ εξειδίκευςθσ GH1 β-Ρ-γλυκοηιδάςθ, θ οποία υδρολφει περαιτζρω τισ 

φωςφο-ολιγογλυκάνεσ που προζκυψαν. Αυτό το ζνηυμο λειτουργεί μζςω ενόσ 

μθχανιςμοφ ςτον οποίο εμπλζκονται δφο κατάλοιπα γλουταμικοφ οξζοσ, το μεν ωσ 

δότθσ πρωτονίων και το δε ωσ νουκλεόφιλθ ομάδα. ΢τθν παροφςα μελζτθ, 

περιγράφονται τα αποτελζςματα των δομικϊν μελετϊν που διεξιχκθςαν για μία 6-

φωςφο-β-γλυκοηιδάςθ τθσ οικογενείασ 1-φωςφορικϊν γλυκοηιδαςϊν (GH1) (EC 

3.2.1.86, 6-P-β-GH1), θ οποία είναι ικανι να υδρολφει τον β-1,4-γλυκοηιδικό δεςμό 

ςε ζνα μεγάλο αρικμό β-Ρ-δι-εξοηϊν και προζρχεται από κερμόφιλο 

μικροοργανιςμό, ςε αντίκεςθ με τισ γνωςτζσ δομζσ που ζχουν προςδιοριςκεί και 

μελετθκεί. ΢κοπόσ ιταν ο προςδιοριςμόσ του ενηφμου αγρίου τφπου ςτθν ελεφκερθ 

μορφι του και ωσ ςυμπλόκου με ανάλογα υποςτρϊματοσ. Σο ζνηυμο που μελετάται 

ζχει απομονωκεί από το γονιδίωμα του κερμόφιλου βακτθρίου Geobacillus sp. 

SP24, από το θφαιςτειακό περιβάλλον τθσ ΢αντορίνθσ, Αιγαίο Πζλαγοσ. Πιο 

ςυγκεκριμζνα, πραγματοποιικθκαν δοκιμζσ κρυςτάλλωςθσ με τθν τεχνικι διάχυςθσ 

ατμϊν, χρθςιμοποιϊντασ τισ εγκαταςτάςεισ πρωτεϊνικισ κρυςταλλογραφίασ 

(μονάδα ρομποτικισ κρυςτάλλωςθσ) ςτο Ινςτιτοφτο Βιολογίασ, Φαρμακευτικισ 

Χθμείασ και Βιοτεχνολογίασ του Εκνικοφ Ιδρφματοσ Ερευνϊν (ΕΙΕ). Θ επιλογι των 

ςυνκθκϊν κρυςτάλλωςθσ ςχεδιάςτθκε ορκολογικά με βάςθ αφενόσ τα 

αποτελζςματα βιβλιογραφικισ ζρευνασ και αφετζρου τισ διακζςιμεσ ςτο εμπόριο 

ςυνκικεσ κρυςτάλλωςθσ (crystallization screens). Θ επιλογι των καταλλθλότερων 

εμπορικϊν ςυνκθκϊν διεξιχκθ μετά από λεπτομερι διερεφνθςθ των ιδιοτιτων του 

ενηφμου με βάςθ ομόλογα ζνηυμα τθσ οικογενείασ GH1. Θετικά αποτελζςματα (hits) 

παρατθρικθκαν αρχικά ςε πολλζσ διαφορετικζσ ςυνκικεσ, είτε ωσ λεπτζσ πλάκεσ 
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(διδιάςτατοι κρφςταλλοι) είτε ωσ βελονοειδισ κρφςταλλοι. Ακολοφκθςε 

βελτιςτοποίθςθ τθσ αναλογίασ πρωτεΐνθσ: κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα και με 

εφαρμογι τθσ μεκόδου τθσ μικροςποράσ (seeding) αναπτφχκθκαν μονοκρφςταλλοι 

τθσ 6-P-β-GH1 ςε ραβδοειδι μορφι παρουςία PEG 3350, ιωδιοφχου νατρίου και Bis-

Tris propane pΘ 7. Παράλλθλα με τθν εκπόνθςθ τθσ παροφςασ εργαςίασ, 

προςδιορίςκθκε θ τριςδιάςτατθ δομι ενόσ ενηφμου από ζνα κερμόφιλο Gram 

κετικό βακτιριο του εδάφουσ και για λόγουσ ςφγκριςθσ πραγματοποιικθκαν 

μελζτεσ μοντελοποίθςθσ τθσ 6-P-β-GH1. Χρθςιμοποιικθκαν δφο διαφορετικοί 

εξυπθρετθτζσ i-Tasser και Phyre2 για τθ δθμιουργία των προβλεπόμενων μοντζλων-

δομϊν. ΢τθ ςυνζχεια ακολοφκθςε ςφγκριςθ των μοντζλων με τθν τριςδιάςτατθ 

δομι που προςδιορίςτθκε από το κερμόφιλο βακτιριο του εδάφουσ. Σα 

αποτελζςματα ζδειξαν ότι το μεν μοντζλο που προτάκθκε από το Phyre 2 μοιάηει με 

τθν αλυςίδα που ζχει δράςθ γλυκοηιδάςθσ από τθν προςδιοριςμζνθ δομι, ενϊ 

αυτό του i-Tasser με τθν αλυςίδα που ζχει δράςθ γαλακτοςιδάςθσ. Προκαταρκτικόσ 

χαρακτθριςμόσ των κρυςτάλλων τθσ 6-P-β-GH1 για τον ζλεγχο τθσ περικλαςτικισ 

τουσ ικανότθτασ ζγινε με χριςθ τθσ ςυμβατικισ πθγισ ακτίνων-Χ που είναι 

εγκατεςτθμζνθ ςτο ΕΙΕ, ωςτόςο το μζγεκοσ των κρυςτάλλων είναι τζτοιο που δεν 

επιτρζπει τθ ςυλλογι ικανονοποιθτικϊν δεδομζνων. Για το ςκοπό αυτό, 

προβλζπεται θ ςυλλογι δεδομζνων υψθλισ ανάλυςθσ, πθγζσ ςυγχροτρονικισ 

ακτινοβολίασ ςε μεγάλεσ Ευρωπαϊκζσ εγκαταςτάςεισ. 
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ABSTRACT 

 

Many aerobic soil bacteria contain a phospho-enolpyruvate-dependent 

phosphotransferase system (PTS), which enables them to utilize oligomeric 

glycosides resulting from cellulose and/or other glucans degradation. Two key 

components of this system are (a) a transmembrane phosphotransferase, which 

phosphorylates the oligoglycans, while transporting them inside the cell and (b) an 

intracellular broad specificity GH1 β-P-glucosidase, which further hydrolyzes the 

resulted P-oligoglycans. This enzyme functions through a retaining mechanism 

having two glutamic acid residues as proton donor and as a nucleophilic group, 

respectively. In the present study, the results obtained from structural studies 

performed on a 6-phospho-β-glycosidase that belongs in family 1 glycosidase 

phosphate enzymes (GH1) (EC 3.2.1.86, 6-β-β-GH1) are presented. 6-β-β-GH1 is 

capable of hydrolyzing the β-1,4-glucosidic bond in a large number of β-P-bi-hexoses 

and was derived from a thermophilic microorganism, unlike the known structures 

investigated until that time. The ultimate aim of the study was to determine the 3D 

structure of the wild-type enzyme in its free form and in complex with substrate 

analogues. More specifically, the enzyme was isolated by the genome of the 

thermophilic bacterium Geobacillus sp. SP24, from the volcanic environment of 

Santorini island, Aegean Sea, Greece. Crystallisation trials were set with the vapor 

diffusion technique, using our in-house robotic crystallization facility at the Institute 

of Biology, Medicinal Chemistry and Biotechnology of the National Hellenic Research 

Foundation (NHRF). A selection of crystallization conditions was rationally designed 

based on literature research and commercially available crystallization screens. 

Selection of the suitable screens was performed after thorough investigation of the 

enzyme’s properties based on GH1 homologues. Initial hits were observed in a 

number of different conditions, either as thin plates or needles. Further optimization 

of protein: precipitant mixing ratio, resulted in single rhombohedral-shaped 6-β-β-

GH1 crystals in the presence of PEG3350, sodium iodide and Bis-Tris propane pH 7. 

Meanwhile, another enzyme from a thermophilic Gram-positive soil bacterium was 

crystallized and its 3D structure was determined. For comparison purposes, 
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modelling studies were performed using two different servers i-Tasser and Phyre2. 

The results showed that the predicited 3D structure obtained by Phyre 2 fitted best 

in one of the chains with glycosidase activity while the one from i-Tasser matched 

with another chain with galactosidase activity. Preliminary characterization of 6-P-β-

GH1 crystals for the control of their diffraction capability was made using our in-

house  X-ray source at NHRF; however, the size of the crystals does not allow the 

collection of sufficient data. High resolution data, that will allow 6-P-β-GH1 structure 

determination, will be collected at Synchrotron Radiation sources in large scale 

European Facilities.  
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1.1  Κρυςτϊλλωςη πρωτεώνών  

1.1.1 Βαςικζσ αρχζσ τθσ κεωρίασ τθσ κρυςτάλλωςθσ 

Θ κρυςτάλλωςθ πρωτεϊνϊν αναπτφχκθκε ςτο δεφτερο μιςό του 19ου αιϊνα 

για δφο λόγουσ: (α) παρείχε ζνα μζςο για τον κακαριςμό πρωτεϊνϊν από ζνα 

ακάκαρτο μίγμα ςε μια εποχι που λίγα άλλα υπιρχαν, (β) χρθςίμευςε και ακόμα 

χρθςιμοποιείται ωσ αποδεικτικό μζςο για τθν κακαρότθτα τθσ πρωτεΐνθσ. 

Βιοχθμικοί όπωσ ο Osborne τθν χρθςιμοποίθςαν εκτεταμζνα για να απομονϊςουν 

και να χαρακτθρίςουν πρωτεΐνεσ, ιδιαίτερα εκείνεσ από ςπόρουσ. Θ ζρευνα που 

διεξιχκθ τθν εποχι εκείνθ αφενόσ ζδειξε ότι είναι εφικτό να απομονωκοφν οι 

πρωτεΐνεσ ακόμα και αν τα δείγματα φζρουν πολλζσ προςμίξεισ και αφετζρου 

οδιγθςε ςτθν ανάπτυξθ πολλϊν προςεγγίςεων για τθν ανάπτυξθ πρωτεϊνικϊν 

κρυςτάλλων μερικζσ εκ των οποίων εξακολουκοφν να χρθςιμοποιοφνται ζωσ 

ςιμερα.  Μεταξφ του 1900 και του 1940, δόκθκε ζμφαςθ ςτα ζνηυμα και πάλι θ 

κρυςτάλλωςθ, ςτα χζρια των Summer, Northrup, Kunitz, Herriott και των 

ςυναδζλφων τουσ αποδείχκθκαν ζνα ςθμαντικό εργαλείο για τθ δθμιουργία των 

ιδιοτιτων και τθσ φφςθσ των καταλυτικϊν μακρομορίων. ΢τα τζλθ τθσ δεκαετίασ 

του 1930, ωςτόςο, μια νζα εφαρμογι για κρυςτάλλωςθ πρωτεϊνϊν εμφανίςτθκε ωσ 

αποτζλεςμα των μελετϊν, χρθςιμοποιϊντασ τθν περίκλαςθ των ακτίνων Χ από τουσ 

Bernal και Crowfoot, Perutz και άλλουσ ερευνθτζσ τθσ εποχισ. Μια κεμελιϊδθσ 

αλλαγι ςτθν κρυςτάλλωςθ των πρωτεϊνϊν, τθσ ζρευνα και θ εφαρμογι τθσ, ςυνζβθ 

ςτθ δεκαετία του 1980. Ο λόγοσ ιταν θ ανάπτυξθ τεχνολογίασ αναςυνδυαςμζνου 

DNA, θ οποία επζτρεψε ςτουσ ερευνθτζσ, για πρϊτθ φορά, να ζχουν ςτθν διάκεςθ 

τουσ μεγάλεσ ποςότθτεσ διαφορετικϊν ςπάνιων πρωτεϊνϊν. ΢ιμερα, θ πλειονότθτα 

των πρωτεϊνϊν που προορίηονται για προςδιοριςμό δομισ μζςω 

κρυςταλλογραφίασ ακτίνων Χ προζρχονται από αναςυνδυαςμζνεσ πθγζσ. Θ 

κρυςταλλογραφία ακτίνων Χ και ο προςδιοριςμόσ τθσ δομισ των μακρομορίων και 

των ςυμπλόκων αυτϊν αποτελοφν τον κφριο ςτόχο των επιςτθμόνων που 

αςχολοφνται με τθν κρυςτάλλωςθ. Επιδίωξθ των δομικϊν βιολόγων είναι να 

περιγράψουν όλα τα ηωντανά ςυςτιματα και τα προϊόντα (π.χ. μεταβολίτεσ, 

πρωτεΐνεσ) που παράγουν ςε μοριακό και ατομικό επίπεδο. Αυτό απαιτεί πρϊτα 

ακριβισ γνϊςθ των δομικϊν μονάδων των μακρομορίων, των πρωτεϊνϊν, των 
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νουκλεϊνικϊν οξζων, των λιπιδίων και των πολυςακχαριτϊν. ΢τθ ςυνζχεια 

απαιτείται επιπλζον κατανόθςθ τθσ ‘οικοδόμθςθσϋ των μονάδων αυτϊν ςτον χϊρο, 

για τον προςδιοριςμό του τρόπου με τον οποίο τα μόρια ςυνδζονται, οργανϊνονται 

και ςυναρμολογοφνται. Οι μεγαλφτερεσ αυτζσ δομζσ περιλαμβάνουν μακρομοριακά 

ςφμπλοκα, ςυγκροτιματα, οργανίδια, κυτταρικά τοιχϊματα, μεμβράνεσ, 

κυτταροςκελετό κλπ. Από αυτά τα ςυγκροτιματα μποροφμε να φτάςουμε ςε μια 

μοριακι και ατομικι περιγραφι του ηωντανοφ κυττάρου και από αυτό να 

καταλάβουμε, από τθν άποψθ τθσ κλαςικισ χθμείασ και τθσ φυςικισ, τθν 

αρχιτεκτονικι και τθ μθχανικι τθσ ηωντανισ φλθσ. Θ δυναμικι ιςορροπία που 

επικρατεί μζςα ςτο κφτταρο, αλλά και οι μθχανιςμοί που είναι υπεφκυνοι για τισ 

αλλθλεπιδράςεισ αυτοφ με εξωκυττάριεσ παράγοντεσ είναι εξίςου ςθμαντικζσ. Για 

τθν καλφτερθ κατανόθςθ αυτϊν των μθχανιςμϊν, πρζπει πρϊτα να αποςαφθνιςκεί 

πωσ τα δομικά μόρια ανταποκρίνονται ςτισ χθμικζσ και φυςικζσ δυνάμεισ, πϊσ 

ρυκμίηονται οι αποκρίςεισ ςε διάφορα ερεκίςματα και πϊσ μεταδίδονται οι 

αποκρίςεισ αυτζσ μζςω τθσ ιεραρχίασ από τθ μονάδα ςε ολόκλθρο το ςφςτθμα. 

Αυτό με τθ ςειρά του ςθμαίνει οπτικοποίθςθ τθσ δομισ των μορίων αλλά και των 

μοριακϊν αλλθλεπιδράςεων (McPherson 2004).  

 

1.1.2  ΢τϊδια τησ κρυςτϊλλωςησ 

Θ κρυςτάλλωςθ είναι ζνα φαινόμενο εναλλαγισ φάςεων ενόσ πρωτεϊνικοφ 

μορίου, το οποίο μπορεί να παρουςιαςτεί από ζνα ομϊνυμο διάγραμμα, 

διάγραμμα φάςθσ που δείχνει ποια κατάςταςθ - υγρι, κρυςταλλικι ι άμορφθ 

ςτερει (ίηθμα) είναι ςτακερι υπό τθν επίδραςθ ποικίλλων παραμζτρων που 

επθρεάηουν τθν κρυςτάλλωςθ. Σο διάγραμμα φάςθσ, προκφπτει μεταβάλλοντασ 

δφο παραμζτρουσ κάκε φορά, αντιπροςωπεφοντασ ζτςι μια διςδιάςτατθ «ηϊνθ» 

του πολυδιάςτατου χϊρου των παραμζτρων που ςχετίηονται με τθν κρυςτάλλωςθ. 

΢ε ζνα τυπικό διάγραμμα φάςθσ για ζνα πείραμα κρυςτάλλωςθσ (΢χιμα 1.1), 

διακρίνουμε μεταξφ των τεςςάρων ηωνϊν: μια περιοχι πολφ υψθλοφ κορεςμοφ 

(υπζρκορθ), όπου θ πρωτεΐνθ κα καταβυκιςτεί. Μία περιοχι μετρίου κορεςμοφ, 

όπου αυκόρμθτα κα αναπτυχκοφν πυρινεσ κρυςτάλλωςθσ, μία περιοχι 

χαμθλότερου κορεςμοφ όπου οι κρφςταλλοι είναι ςτακεροί και μπορεί να 
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αυξθκοφν, αλλά χωρίσ να πραγματοποιθκεί περαιτζρω πυρινωςθ [αναφζρεται ωσ 

μεταςτακισ ηϊνθ και κεωρείται ότι περιζχει τισ καλφτερεσ ςυνκικεσ για τθν 

ανάπτυξθ μεγάλων, εφχρθςτων κρυςτάλλων] και μία ακόρεςτθ περιοχι, όπου θ 

πρωτεΐνθ διαλυτοποιείται πλιρωσ και δεν πρόκειται να κρυςταλλωκεί. 

 

 

΢χιμα 1.1: ΢χθματικι απεικόνιςθ του διαγράμματοσ φάςεων κατά τθν κρυςτάλλωςθ μιασ 

πρωτεΐνθσ. Διακρίνονται οι τζςςερισ μζκοδοι κρυςτάλλωςθσ: i) θ μζκοδοσ microbatch ii) θ 

μζκοδοσ εξάτμιςθσ και διάχυςθσ ατμϊν (vapour-diffusion) iii) θ διαπίδυςθ (dialysis) και iv) θ 

διάχυςθ ελεφκερθσ επιφάνειασ (free-interface diffusion, FID). Θ κάκε μζκοδοσ αποτελεί μια 

διαφορετικι οδό για επίτευξθ πυρινωςθσ και μεταςτακϊν ηωνϊν κεωρϊντασ ωσ 

ρυκμιςτικι παράμετρο τθν ςυγκζντρωςθ του παράγοντα κατακριμνιςθσ. Οι μαφρεσ 

κθλίδεσ αντιπροςωπεφουν τισ αρχικζσ ςυνκικεσ και ςτθν περίπτωςθ τθσ μεκόδου διάχυςθσ 

ελεφκερθσ επιφάνειασ παρουςιάηονται δυο εναλλακτικά ςθμεία εκκίνθςθσ κακϊσ το 

ακόρεςτο πρωτεϊνικό διάλυμα μπορεί να περιζχει είτε μόνο τθν πρωτεΐνθ είτε μόνο το 

μείγμα αυτισ με χαμθλι ςυγκζντρωςθ κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα. Θ διαλυτότθτα 

ορίηεται ωσ θ ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςτο διαλφτθ βρίςκεται ςε ιςορροπία με αυτιν 

που περιζχεται ςτουσ πρωτεϊνικοφσ κρυςτάλλουσ. Ωσ καμπφλθ διαλυτότθτασ ορίηεται ωσ το 

όριο διαχωριςμοφ ςυνκθκϊν κάτω από τισ οποίεσ λαμβάνει χϊρα θ αυκόρμθτθ πυρινωςθ 
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(ι διαχωριςμόσ φάςεων) και ςτισ οποίεσ το πρωτεϊνικό διάλυμα είναι διαυγζσ (Chayen and 

Saridakis 2008).  

 

Πιο αναλυτικά, ςτθν περιοχι κάτω από τθν καμπφλθ διαλυτότθτασ (solubility 

curve), το διάλυμα είναι ακόρεςτο και θ κρυςτάλλωςθ δεν κα πραγματοποιθκεί 

ποτζ. Πάνω από τθν καμπφλθ διαλυτότθτασ βρίςκεται θ ηϊνθ υπερκορεςμοφ. Εδϊ 

για μια δεδομζνθ ςυγκζντρωςθ του παράγοντα κατακριμνιςθσ, θ ςυγκζντρωςθ 

πρωτεΐνθσ είναι υψθλότερθ από αυτι που ζχει ςτθν ιςορροπία. Ανάλογα με τθν 

κινθτικι τθσ κρυςτάλλωςθσ για τθν επίτευξθ ιςορροπίασ και το επίπεδο 

υπερκορεςμοφ, αυτι θ περιοχι μπορεί να υποδιαιρεκεί ςε τρεισ επί μζρουσ ηϊνεσ :  

1. τθ ηϊνθ ιηιματοσ, ςτθν οποία θ περίςςεια μορίων πρωτεΐνθσ διαχωρίηεται 

αμζςωσ από το διάλυμα για να ςχθματίςει άμορφο ίηθμα 

2. τθ ηϊνθ τθσ πυρινωςθσ, όπου τα πρωτεϊνικά μόρια ςυςςωματϊνονται ςε 

κρυςταλλικι μορφι 

3. τθ μεταςτακι ηϊνθ, ςτθν οποία αναπτφςςονται καλά διατεταγμζνοι 

κρφςταλλοι μεγάλου μεγζκουσ. Κακϊσ οι κρφςταλλοι μεγαλϊνουν το 

διάλυμα ζχει περάςει ςτθν μεταςτακι ηϊνθ και δεν εμφανίηονται νζοι 

πυρινεσ. Οι υπόλοιποι πυρινεσ κα περάςουν ςτο ςτάδιο τθσ ανάπτυξθσ με 

μειωμζνο ρυκμό, ο οποίοσ κα ςυμβάλει ςτθν αποφυγι παρουςίασ 

ελαττωμάτων ςτον κρφςταλλο μζχρισ ότου αποκαταςτακεί θ ιςορροπία 

(Chirgadze 2001). 

Σα διαγράμματα φάςθσ κρυςτάλλωςθσ μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν για 

τον ςχεδιαςμό πειραμάτων που ςτόχο ζχουν τθν εφρεςθ των βζλτιςτων ςυνκθκϊν 

κρυςτάλλωςθσ μακρομοριακϊν ςτόχων. Κάκε μζκοδοσ κρυςτάλλωςθσ φκάνει ςτθ 

ηϊνθ πυρινωςθσ και ςτθ ςυνζχεια ςτθ μεταςτακι ηϊνθ μζςω μιασ διαφορετικισ 

διαδρομισ. Θ μζκοδοσ batch επιτυγχάνει υπερκορεςμό αμζςωσ μετά τθν ανάμειξθ, 

ενϊ ςε όλεσ τισ άλλεσ μεκόδουσ που βαςίηονται ςτθ διάχυςθ ατμϊν, το διάλυμα 

πρωτεΐνθσ είναι αρχικά μακριά από το ςθμείο κορεςμοφ και ςταδιακά φτάνει ςε 

υπερκορεςμό μζςω εξιςορρόπθςθσ με ζνα διάλυμα που περιζχει τουσ παράγοντεσ 

κρυςτάλλωςθσ. ΢ε ζνα ιδανικό πείραμα, από τθ ςτιγμι που ςχθματίςτθκαν 

πυρινεσ, θ ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςτο διάλυμα κα μειωκεί, οδθγϊντασ ζτςι 
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φυςικά το ςφςτθμα ςτθ μεταςτακι ηϊνθ, ςτθν οποία πρζπει να πραγματοποιθκεί θ 

ανάπτυξθ των κρυςτάλλων χωρίσ τον ςχθματιςμό επιπλζον πυρινων. Ωςτόςο, τισ 

περιςςότερεσ φορζσ, ςυμβαίνει επιμικυνςθ του χρόνου διάρκειασ πυρινωςθσ, 

οδθγϊντασ ςτον ςχθματιςμό πολλϊν κρυςτάλλων χαμθλισ ποιότθτασ. Θ αναφορά 

ςτα διαγράμματα φάςεων και ςτθν κινθτικι τθσ κρυςτάλλωςθσ τείνει να 

αποκαρρφνει τουσ βιολόγουσ, αλλά ςτθν πραγματικότθτα, τα διαγράμματα μερικισ 

φάςθσ χρθςιμοποιοφνται ςυχνότατα. Κατά το ςτάδιο βελτιςτοποίθςθσ των 

ςυνκθκϊν ενόσ πρϊτου αποτελζςματοσ που χριηει περαιτζρω βελτίωςθσ, «hit», 

διεξάγονται πειράματα ςε ςυνκικεσ παρεμφερείσ με αυτζσ όπου παρατθρικθκαν 

τα “hits”. Εάν τα αποτελζςματα τζτοιων πειραμάτων αποδοκοφν με τθ μορφι 

διαγράμματοσ, προκφπτει θ καμπφλθ υπερδιαλυτότθτασ, θ οποία διαχωρίηει τισ 

ςυνκικεσ κάτω από τισ οποίεσ ςυμβαίνει αυκόρμθτθ πυρινωςθ (ι διαχωριςμόσ 

φάςεων, ι κακίηθςθ) από τισ ςυνκικεσ υπό τισ οποίεσ δεν λαμβάνει χϊρα 

κρυςτάλλωςθ (Chayen and Saridakis 2008). 

 

1.1.3  Παρϊγοντεσ που επηρεϊζουν την κρυςτϊλλωςη. 

Ο υπερκορεςμόσ επιτυγχάνεται με προςκικθ φυςικϊν αλάτων ι πολυμερϊν 

και με τθ ρφκμιςθ ποικίλων παραμζτρων, οι οποίεσ περιλαμβάνουν τθ 

κερμοκραςία, το pH, τθν ιοντικι ιςχφ. Ειδικότερα: 

Θερμοκραςία 

Θ κερμοκραςία είναι γνωςτό ότι είναι μία από τισ πιο ςθμαντικζσ αλλά 

ςυχνά παραμελθμζνεσ παραμζτρουσ ςτθν κρυςτάλλωςθ πρωτεϊνϊν. Τπάρχουν δφο 

παρατθριςεισ ςχετικά με τθν επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτον υπερκορεςμό και 

τθν κρυςταλλικι ανάπτυξθ. Πρϊτον, φαίνεται ότι θ διαλυτότθτα των πρωτεϊνϊν 

ζχει μάλλον μια μικρι εξάρτθςθ από τθ κερμοκραςία, αν και υπιρξαν κάποιεσ 

ςοβαρζσ προςπάκειεσ να προκφψει ζνασ ςυςχετιςμόσ ϊςτε να χρθςιμοποιθκεί ωσ 

οδθγόσ κρυςτάλλωςθσ. Θ εξάρτθςθ από τθν κερμοκραςία είναι μεγαλφτερθ, όταν θ 

ιοντικι ιςχφσ του αρχικοφ υγροφ είναι χαμθλι. Ζτςι, ίςωσ αναμζνεται ότι θ 

κρυςτάλλωςθ χρθςιμοποιϊντασ διαλφματα όπου περιζχουν πολυμερι, 

πολυαλκοόλεσ ι οργανικοφσ διαλφτεσ κα ιταν περιςςότερο ευαίςκθτθ ςτθ 

κερμοκραςία με βάςθ τθν αυξθμζνθ ςυγκζντρωςθ άλατοσ. Δεφτερον, κεωρείτο ότι 
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θ κρίςιμθ περιοχι για τθν κρυςτάλλωςθ των πρωτεϊνϊν κυμαίνεται μεταξφ 2°C και 

περίπου 25°C. Αυτό ςυνζβαινε επειδι υποτίκεται γενικά ότι θ ςτακερότθτα ι θ 

ςτακερότθτα ςτθ δομι μιασ πρωτεΐνθσ μειϊνεται ςθμαντικά ςε υψθλότερεσ 

κερμοκραςίεσ. Αυτό το φαινόμενο ιςχφει πικανϊσ για τισ περιςςότερεσ πρωτεΐνεσ 

ςε αυξθμζνεσ κερμοκραςίεσ πάνω από περίπου 40 ι 45°C, αλλά μπορεί να μθν είναι 

τόςο ςθμαντικό μεταξφ κερμοκραςιϊν 25 και 40°C. Πράγματι, μερικά πρόςφατα 

πειράματα ζδειξαν ότι πρωτεΐνεσ όπωσ θ καταλάςθ, θ λυςοηφμθ και θ καναβαλίνθ 

είναι ανκεκτικζσ ςε υψθλότερεσ κερμοκραςίεσ. Θ ανκρϊπινθ ενδοκθλίνθ είναι ζνα 

παράδειγμα όπου ςε αυξθμζνθ κερμοκραςία (37°C) βελτιϊκθκε θ πυρινωςθ και θ 

ανάπτυξθ μονοκρυςτάλλων για ανάλυςθ με περίκλαςθ ακτίνων Χ. ΢υγκεκριμζνα, με 

τθν αυξανόμενθ μελζτθ πρωτεϊνϊν και πρωτεϊνικϊν ςυμπλοκϊν (πχ. ριβοςωμάτων 

και των ςυμπλοκϊν τουσ) από κερμόφιλουσ και ακραιοφιλικοφσ μικροοργανιςμοφσ, 

θ κρυςτάλλωςθ ςε υψθλότερθ κερμοκραςία γίνεται ακόμθ πιο ελκυςτικι. Δεν 

υπάρχει αμφιβολία ότι οι πρωτεΐνεσ από τουσ κερμόφιλουσ οργανιςμοφσ είναι πιο 

ςτακερζσ από αυτζσ των μεςόφιλων οργανιςμϊν και θ ςτακερότθτα, όπωσ 

ςθμειϊκθκε παραπάνω, ζχει υψθλι ςυςχζτιςθ με τθν κρυςτάλλωςθ. Οι 

περιςςότερεσ κερμόφιλεσ πρωτεΐνεσ ζχουν κρυςταλλωκεί για ανάλυςθ περίκλαςθσ 

ακτίνων Χ ςτουσ 20°C, αλλά παρόλα αυτά οι πρωτεΐνεσ αυτζσ αποτελοφν ζνα 

ευρφτερο πεδίο τθσ διερεφνθςθσ τθσ κερμοκραςίασ. Είναι ςυνθκιςμζνο κατά τθ 

διεξαγωγι αρχικϊν δοκιμϊν κρυςτάλλωςθσ ι ςτο ςτάδιο τθσ βελτιςτοποίθςθσ, να 

διεξάγονται παράλλθλα δοκιμζσ κρυςτάλλωςθσ ςε κερμοκραςία δωματίου και 

ςτουσ 4°C. Επειδι οι ρυκμοί διάχυςθσ είναι βραδφτεροι ςε χαμθλότερεσ 

κερμοκραςίεσ, ο χρόνοσ εμφάνιςθσ των κρυςτάλλων μπορεί ςε κάκε περίπτωςθ να 

επιβραδυνκεί ςτουσ 4°C. Εάν δεν υπάρχουν ςθμαντικζσ διαφορζσ μεταξφ των 

ςταγόνων που ζχει παρατθρθκεί ίηθμα και αυτϊν που είναι διαυγείσ ι του πλικουσ 

των κρυςτάλλων που ζχουν αναπτυχκεί, του μεγζκουσ ι τθσ ποιότθτασ των 

κρυςτάλλων που λαμβάνονται ςτισ δφο κερμοκραςίεσ μετά από τθν πάροδο 

κατάλλθλθσ χρονικισ περιόδου, τότε θ κερμοκραςία μπορεί να μθν διερευνθκεί ωσ 

μια ςθμαντικι μεταβλθτι, που κα αποφζρει μεγάλο κζρδοσ ςτο φαινόμενο τθσ 

κρυςτάλλωςθσ (McPherson and Cudney 2014). 
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Ιοντικι ιςχφσ  

Θ ελάχιςτθ διαλυτότθτα μιασ πρωτεΐνθσ βρίςκεται ςτο ιςοθλεκτρικό τθσ 

ςθμείο, όπου θ πρωτεΐνθ δεν ζχει κακαρό φορτίο απουςία προςτικζμενων ιόντων. 

Σο ιςοθλεκτρικό ςθμείο ορίηεται πειραματικά ωσ το pH ςτο οποίο θ πρωτεΐνθ δεν 

μετακινείται ςε ζνα θλεκτρικό πεδίο. Θ κρυςτάλλωςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςτο 

ιςοθλεκτρικό τθσ ςθμείο δεν απαιτεί πρόςκετα ιόντα. Μακριά από το ιςοθλεκτρικό 

ςθμείο τθσ, θ ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ μειϊνεται απουςία προςτικζμενων 

ιόντων. Θ κρυςτάλλωςθ τθσ φορτιςμζνθσ πρωτεΐνθσ μακριά από το ιςοθλεκτρικό 

τθσ ςθμείο απαιτεί τα επιπλζον ιόντα να χάςουν τθν ανεξάρτθτθ ελευκερία 

κινιςεϊσ τουσ και να δεςμευτοφν με τθν πρωτεΐνθ. Θ διαλυτότθτα των βιομορίων 

ςε υδατικά θλεκτρολυτικά διαλφματα, εξαρτάται από τθ ςυγκζντρωςθ των 

θλεκτρολυτϊν ςτο διάλυμα. Οι όροι εναλάτωςθ (salting in) και εξαλάτωςθ (salting 

out) αναφζρονται ςε δυο διαφορετικά φαινόμενα που αφοροφν ςτθν εξάρτθςθ τθσ 

διαλυτότθτασ από τθν ιοντικι ιςχφ. Πιο ςυγκεκριμζνα: Εναλάτωση: ςε χαμθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ άλατοσ, θ διαλυτότθτα τθσ πρωτεΐνθσ αυξάνει με αυξανόμενθ 

ςυγκζντρωςθ άλατοσ (δθλαδι αφξθςθ τθσ ιοντικισ ιςχφοσ). Σο φαινόμενο αυτό 

οδθγεί ςε μείωςθ τθσ θλεκτροςτατικισ ελεφκερθσ ενζργειασ τθσ πρωτεΐνθσ, αφξθςθ 

τθσ αποτελεςματικότθτασ του διαλφτθ, και κατά ςυνζπεια ςε αφξθςθ τθσ 

διαλυτότθτασ τθσ πρωτεΐνθσ. Εξαλάτωση: Οι πρωτεΐνεσ αποτελοφνται από 

υδρόφιλα και υδρόφοβα αμινοξζα. Κατά τθ διαλυτοποίθςθ πρωτεϊνϊν ςε υδατικά 

διαλφματα θ διαμόρφωςθ τθσ πρωτεΐνθσ είναι τζτοια ϊςτε τα υδρόφοβα αμινοξζα 

να προςτατεφονται από τισ υδρόφοβεσ περιοχζσ ενϊ τα υδρόφιλα να 

αλλθλεπιδροφν με μόρια νεροφ, ϊςτε οι πρωτεΐνεσ να φτιάχνουν δεςμοφσ 

υδρογόνου με τα περιβάλλοντα μόρια νεροφ. Όταν θ ςυγκζντρωςθ του άλατοσ 

αυξάνει, τα μόρια νεροφ αλλθλεπιδροφν με τα ιόντα άλατοσ, περιορίηοντασ ζτςι τα 

μόρια του νεροφ που διατίκενται για τθν αλλθλεπίδραςι τουσ με τα φορτιςμζνα 

τμιματα τθσ πρωτεΐνθσ. Ωσ αποτζλεςμα των αυξθμζνων απαιτιςεων για μόρια 

ενυδάτωςθσ, οι αλλθλεπιδράςεισ πρωτεΐνθσ-πρωτεΐνθσ κακίςτανται μεγαλφτερεσ 

από τισ αλλθλεπιδράςεισ διαλυμζνθσ ουςίασ διαλφτθ. Σο φαινόμενο αυτό γνωςτό 

ωσ εξαλάτωςθ οδθγεί ςτον ςχθματιςμό υδρόφοβων αλλθλεπιδράςεων και τθν 

κατακριμνιςθ των πρωτεϊνϊν (Collins 2004) 
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(https://en.wikibooks.org/wiki/Structural_Biochemistry/Proteins/Purification/Salting

_Out#Hofmeister_Series). 

 

pH 

Πζραν από τθ ςυγκζντρωςθ τθσ ίδιασ τθσ πρωτεΐνθσ που επιδιϊκεται θ 

κρυςτάλλωςθ, τθ φφςθ του παράγοντα κατακριμνιςθσ (άλασ, πολυαλκοόλθ, 

πολυμερζσ, οργανικό διαλφτθ, μικρό μόριο κλπ.), μια από τισ πιο ςθμαντικζσ 

μεταβλθτζσ είναι ςυνικωσ το pH. Σο pH είναι επίςθσ ζνασ από τουσ ιςχυρότερουσ 

και αποτελεςματικότερουσ τρόπουσ προαγωγισ τθσ κρυςτάλλωςθσ. Πολλζσ 

πρωτεΐνεσ μποροφν να κρυςταλλωκοφν απουςία οποιουδιποτε παράγοντα 

κατακριμνιςθσ διαφοροποιϊντασ μόνο το pH του διαλφματοσ που βρίςκονται 

(μθτρικό διάλυμα). Τπάρχουν επίςθσ πρωτεΐνεσ των οποίων θ διαλυτότθτα είναι 

ςχετικά μθ ευαίςκθτθ ςτο pH και κρυςταλλϊνονται ςε ζνα ςχετικά ευρφ φάςμα, 

αλλά αυτζσ ςυνικωσ αποτελοφν εξαίρεςθ. Σο pH μπορεί να οριςκεί και να 

διατθρθκεί με τθν προςκικθ ενόσ κατάλλθλου ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ και μπορεί 

να μεταβλθκεί με εξιςορρόπθςθ μζςω είτε τθσ φάςθσ ατμϊν είτε τθσ υγρισ φάςθσ. 

Σο pH κακορίηει τθν κατάςταςθ πρωτονίωςθσ των ιονιηόμενων ομάδων ςτθν 

επιφάνεια μιασ πρωτεΐνθσ και επομζνωσ του θλεκτροςτατικοφ πεδίου δθλαδι τον 

τρόπο με τον οποίο θ πρωτεΐνθ αλλθλεπιδρά με άλλα μόρια. Μια παλιά πεποίκθςθ 

ιταν ότι υπιρχε μια αντιςτοιχία μεταξφ του pI μίασ πρωτεΐνθσ και του pH ςτο οποίο 

ιταν πιο πικανό να κρυςταλλωκεί. Μια προςεκτικι εξζταςθ των δεδομζνων για ζνα 

ευρφ φάςμα πρωτεϊνϊν ζδειξε ότι δεν υπάρχουν αρκετζσ αποδείξεισ που να 

υποςτθρίηουν αυτιν τθν ιδζα. Μια ςτρατθγικι για τθν βελτιςτοποίθςθ των 

ςυνκθκϊν pH είναι θ διεξαγωγι δοκιμϊν αυξάνοντασ μια μονάδα pH μεταξφ του 

εφρουσ pH 3-9. Εάν μια πρωτεΐνθ κρυςταλλϊνεται ςε μια ευρεία ζκταςθ αυτϊν των 

τιμϊν pH, τότε θ διαλυτότθτά του είναι μθ ευαίςκθτθ ςτο pH και περαιτζρω 

διερεφνθςθ του pH είναι απίκανο να οδθγιςει ςε ζνα καλό αποτζλεςμα. Εάν θ 

πρωτεΐνθ κρυςταλλϊνεται μόνο ςε μία ι δφο τιμζσ pH, τότε είναι λογικό να 

εκπονθκεί ςειρά δοκιμϊν κρυςτάλλωςθσ ςε ζνα εφροσ τιμϊν με αυξιςεισ pH όχι 

μεγαλφτερεσ από 0,1 με 0,2 μονάδεσ. Ζχει δειχκεί ότι θ βζλτιςτθ περιοχι pH είναι 

πολφ μικρι ςε πολλζσ περιπτϊςεισ και αξίηει να προςδιορίηεται με ακρίβεια 

(McPherson and Cudney 2014). 

https://en.wikibooks.org/wiki/Structural_Biochemistry/Proteins/Purification/Salting_Out#Hofmeister_Series
https://en.wikibooks.org/wiki/Structural_Biochemistry/Proteins/Purification/Salting_Out#Hofmeister_Series
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Αυτοί είναι οι τρεισ από τουσ ςθμαντικότερουσ παράγοντεσ όπου 

επθρεάηουν τθν κρυςτάλλωςθ αλλά όχι οι μοναδικοί. ΢τθν κρυςταλλογραφία δεν 

υπάρχει κάποιο ςυγκεκριμζνο πρωτόκολλο που κα πρζπει να εφαρμοςκεί, όπωσ ςε 

άλλα πειράματα οπότε ςυλλζγονται πλθροφορίεσ για όλεσ τισ ςυνκικεσ που 

μποροφν να προάγουν ι να κακυςτεριςουν τθν κρυςτάλλωςθ μια πρωτεΐνθσ.  

 

1.1.4  Σεχνικϋσ κρυςτϊλλωςησ.  

Ζχουν αναπτυχκεί αρκετζσ τεχνικζσ για να φζρουν ζνα πρωτεϊνικό διάλυμα 

ςε κατάςταςθ υπερκορεςμοφ. Μεταξφ αυτϊν, χρθςιμοποιοφνται ςυχνά οι 

ακόλουκεσ τρεισ μζκοδοι: μικρο-batch, διάχυςθ ατμϊν και διαπίδυςθ (Εικόνα 1.2). 

Αν και ο υπερκορεςμόσ ενόσ διαλφματοσ πρωτεΐνθσ κα μποροφςε να επιτευχκεί 

μζςω κακεμιάσ από αυτζσ τισ τεχνικζσ, οι επί μζρουσ αρχζσ αυτϊν των μεκόδων 

ποικίλλουν. Μια λεπτομερισ περιγραφι αυτϊν των τεχνικϊν κα παρουςιαςτεί 

παρακάτω: 

Θ μζκοδοσ micro-batch είναι μια παραλλαγι τθσ απλισ μεκόδου 

κρυςτάλλωςθσ batch, όπου το ςυμπυκνωμζνο διάλυμα πρωτεΐνθσ αναμιγνφεται με 

πυκνό παράγοντα κατακριμνιςθσ ςε κλειςτό δοχείο για να παραχκεί μία τελικι 

υπερκορεςμζνθ ςυγκζντρωςθ, θ οποία μπορεί τελικά να οδθγιςει ςε κρυςτάλλωςθ. 

Αυτό μπορεί να γίνει με μεγάλεσ ποςότθτεσ διαλυμάτων και τυπικά ζχει ωσ 

αποτζλεςμα μεγαλφτερουσ κρυςτάλλουσ λόγω των μεγαλφτερων όγκων διαλυμζνθσ 

ουςίασ που υπάρχουν και τθσ μικρότερθσ πικανότθτασ διάχυςθσ ακακαρςιϊν ςτθν 

επιφάνεια του κρυςτάλλου. Σο δείγμα πρωτεΐνθσ και ο παράγοντασ καταβφκιςθσ 

διανζμονται εντόσ του πθγαδιοφ μιασ πλάκασ και το πθγάδι καλφπτεται με 

παραφινζλαιο για τθν αποτροπι τθσ εξάτμιςθσ (Εικόνα 1.2 a). Κατά τθ διάρκεια τθσ 

περιόδου επϊαςθσ, θ ςυγκζντρωςθ του παράγοντα κατακριμνιςθσ παραμζνει 

ςτακερι κακϊσ θ εξάτμιςθ είναι περιοριςμζνθ και ςυνεπϊσ ο όγκοσ τθσ ςταγόνασ 

παραμζνει ο ίδιοσ κατά τθ διάρκεια του πειράματοσ. Από τθν άλλθ πλευρά, θ 

ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ μεταβάλλεται προσ τον ςχθματιςμό κρυςτάλλων ι 

άμορφου ιηιματοσ. Εάν θ ςυγκζντρωςθ του παράγοντα κατακριμνιςθσ επιλζγεται 

με τζτοιο τρόπο ϊςτε το διάλυμα να είναι ςε κατάςταςθ υποκορεςμοφ, θ 
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κρυςτάλλωςθ δεν κα λάβει χϊρα. Σο βαςικό μειονζκτθμα αυτισ τθσ μεκόδου είναι 

ότι θ εξιςορρόπθςθ ςυμβαίνει πολφ γριγορα, επθρεάηοντασ ζτςι τον ρυκμό 

ανάπτυξθσ των κρυςτάλλων και κατά ςυνζπεια τθν ποιότθτα των παρατθροφμενων 

κρυςτάλλων. Σο δεφτερο μειονζκτθμα είναι ότι ο χειριςμόσ των κρυςτάλλων από τθ 

ςταγόνα που καλφπτεται με ζλαιο είναι πολφ δφςκολοσ. Ωςτόςο, δεδομζνου ότι 

μπορεί να γίνει χριςθ πολφ μικρϊν όγκων πρωτεϊνικϊν διαλυμάτων, θ τεχνικι 

μικρο-batch είναι αρκετά χριςιμθ ωσ αρχικι μζκοδοσ ςάρωςθσ ςυνκθκϊν. Αν και θ 

εξάτμιςθ του νεροφ από τθ ςταγόνα που καλφπτεται από το ζλαιο είναι αμελθτζα, 

και ο χρόνοσ ηωισ τθσ μικρο-batch είναι ςυνικωσ περίπου 2 ζωσ 3 εβδομάδεσ.  

Θ μζκοδοσ διάχυςθσ ατμοφ (vapour-diffusion technique) χρθςιμοποιεί 

εξάτμιςθ και διάχυςθ των μορίων του νεροφ μεταξφ διαλυμάτων διαφορετικϊν 

ςυγκεντρϊςεων ωσ μζςο προςζγγιςθσ και επίτευξθσ υπερκορεςμοφ πρωτεϊνικϊν 

μακρομορίων. ΢ε αυτιν τθν περίπτωςθ τα πειράματα εκτελοφνται ςε μικροπλάκεσ 

(plates) κρυςτάλλωςθσ 96 κζςεων (Εικόνα 1.2, αριςτερά) ι 24 κζςεων (Εικόνα 1.2, 

δεξιά). Κάκε κζςθ αποτελεί ζνα βοκρίο (well) το οποίο με τθν ςειρά του ζχει είτε 

μια ςταγόνα (drop) ζναν πρόκειται για το πιάτο με τισ λιγότερεσ κζςεισ είτε από δυο 

ςταγόνεσ εάν πρόκειται για το πιάτο των 96 κζςεων.  

   

Εικόνα 1.2:  Αριςτερά: Μικροπλάκα κρυςτάλλωςθσ (Plate) για κρυςταλλογραφία 96 κζςεων 

δφο ςταγόνων θ κακεμία SWISSCI ‘MRC’ (SWISSCI AG, Zug, Switzerland). Δεξιά: Πιάτο (Plate) 

για κρυςταλλογραφία 24 κζςεων μιασ ςταγόνασ θ κακεμία.   

 

Συπικά, το πρωτεϊνικό διάλυμα αναμιγνφεται ςε αναλογία 1:1 με ζνα διάλυμα που 

περιζχει τον παράγοντα κατακριμνιςθσ ςτθν ςυγκζντρωςθ που πρζπει να 

επιτευχκεί με τθν εξιςορρόπθςθ ατμοφ. Θ ςταγόνα ςτθ ςυνζχεια είναι μια κρεμαςτι 
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ι κακιμενθ ςταγόνα (Εικόνα 1.3b). Θ διαφορά ςτθ ςυγκζντρωςθ του παράγοντα 

κατακριμνιςθσ μεταξφ τθσ ςταγόνασ και του διαλφματοσ του πθγαδιοφ είναι θ 

κινθτιρια δφναμθ θ οποία προκαλεί τθν εξάτμιςθ του νεροφ από τθν ςταγόνα ζωσ 

ότου θ ςυγκζντρωςθ του παράγοντα κατακριμνιςθσ ςτθν ςταγόνα να ιςοφται με 

εκείνθ του διαλφματοσ του πθγαδιοφ. Εφόςον ο όγκοσ του διαλφματοσ πθγαδιϊν 

είναι πολφ μεγαλφτεροσ από αυτόν τθσ ςταγόνασ, θ αραίωςθ του με υδρατμοφσ που 

αφινει τθν ςταγόνα είναι επιτακτικι. Κατά τθ διάρκεια του πειράματοσ διάχυςθσ 

ατμϊν, θ πρωτεΐνθ κα αρχίςει να ςυγκεντρϊνεται από τθν ακόρεςτθ ηϊνθ για να 

φτάςει ςτθν υπζρκορθ. Κακϊσ εμφανίηονται οι πρϊτοι κρφςταλλοι θ ςυγκζντρωςθ 

τθσ πρωτεΐνθσ ςτθ ςταγόνα φτάνει ςτθν καμπφλθ διαλυτότθτασ. 

Θ διάχυςθ ατμϊν είναι θ βζλτιςτθ τεχνικι όταν εξετάηεται ζνασ μεγάλοσ αρικμόσ 

ςυνκθκϊν. Επιπλζον, αυτι θ μζκοδοσ μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για τθν αφξθςθ ι 

τθ μείωςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ πρωτεΐνθσ ςτθν κατάςταςθ ιςορροπίασ, ςε ςχζςθ με 

τθν αρχικι τθσ. Αυτό επιτυγχάνεται με τθν μεταβλθτότθτα του ποςοςτοφ ανάμιξθσ 

τθσ πρωτεΐνθσ και του διαλφματοσ ςτο πθγάδι (reservoir) ςτθν ςταγόνα. Θ ςταγόνα 

εξιςορροπείται με τζτοιο τρόπο ϊςτε θ ςυγκζντρωςθ του παράγοντα 

κατακριμνιςθσ να ταιριάηει με εκείνθ του διαλφματοσ ςτο πθγάδι, ο τελικόσ όγκοσ 

τθσ ςταγόνασ κα είναι πάντα ίςοσ με εκείνον τθσ αρχικισ ποςότθτασ του διαλφματοσ 

των πθγαδιϊν που αναμιγνφεται με τισ πρωτεΐνεσ. 

Ο ρυκμόσ τθσ διάχυςθσ ατμϊν μπορεί ςε κάποιο βακμό επίςθσ να ελεγχκεί, αφοφ 

εξαρτάται από τθν επιφάνεια τθσ ςταγόνασ. Μειϊνοντασ τθν επιφάνεια μποροφμε 

να επιβραδφνουμε δραματικά τθ διαδικαςία εξιςορρόπθςθσ. Αυτό μπορεί να 

επιτευχκεί μζςω τθσ λεγόμενθσ τεχνικισ «sandwich drop» (Εικόνα 1.3 b). Ο όγκοσ 

μιασ κρεμάμενθσ ςταγόνασ περιορίηεται ςε περίπου 8-10 ml, δεδομζνου ότι οι 

μεγαλφτεροι όγκοι ενδζχεται να προκαλζςουν τθν πτϊςθ τθσ από το κάλυμμα. 

Αυτόσ ο περιοριςμόσ ξεπερνιζται εφαρμόηοντασ τθν τεχνικι τθσ κακιμενθσ 

ςταγόνασ "sitting drop"( Εικόνα 1.3 b). 

Θ μζκοδοσ διαπίδυςθσ χρθςιμοποιεί διάχυςθ και εξιςορρόπθςθ μικρϊν μορίων 

παραγόντων κατακριμνιςθσ διαμζςου μιασ θμιπερατισ μεμβράνθσ ωσ μζςο αργισ 

προςζγγιςθσ τθσ ςυγκζντρωςθσ ςτθν οποία κρυςταλλϊνεται θ πρωτεΐνθ. Αρχικά, το 

πρωτεϊνικό διάλυμα τοποκετείται ςτθ μεμβράνθ διαπίδυςθσ και ςτθ ςυνζχεια 
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εξιςορροπείται ζναντι ενόσ διαλφματοσ του παράγοντα κατακριμνιςθσ. Θ 

εξιςορρόπθςθ ζναντι του παράγοντα κατακριμνιςθσ ςτον περιβάλλοντα διαλφτθ 

προκαλεί αργό υπερκορεςμό για τθ διαλυμζνθ ουςία εντόσ τθσ μεμβράνθσ 

διαπίδυςθσ, προκαλϊντασ τελικά κρυςτάλλωςθ. Μια μεμβράνθ διαπίδυςθσ μπορεί 

να χρθςιμοποιθκεί για να καλφψει το ςτόμιο του κουμπιοφ διαπίδυςθσ, 

επιτρζποντασ τθ διάχυςθ του περιβάλλοντοσ διαλφτθ μζςα ςτθ διαλυμζνθ ουςία 

μζςω τθσ μεμβράνθσ διαπίδυςθσ (Εικόνα 1.3 c). Σο πρωτεϊνικό διάλυμα ςτθν αρχι 

του πειράματοσ διαπίδυςθσ είναι ςε κατάςταςθ χωρίσ κορεςμό (Εικόνα 1.3 c). Θ 

ςυγκζντρωςθ του παράγοντα κατακριμνιςθσ αυξάνεται βραδζωσ κακϊσ λαμβάνει 

χϊρα θ διάχυςθ του μζςω τθσ μεμβράνθσ. Ζτςι, το ςφςτθμα περνάει από τθν 

κατάςταςθ υποκορεςμοφ ςτθν μεταςτακι περιοχι  

Σο πλεονζκτθμα τθσ διαπίδυςθσ ζναντι άλλων μεκόδων είναι ςτθν ευκολία με τθν 

οποία μπορεί να μεταβάλλεται ο παράγοντασ κατακριμνιςθσ. Ζτςι το διάλυμα 

πρωτεΐνθσ μπορεί να ανακυκλϊνεται ςυνεχϊσ μζχρι να βρεκοφν οι ςωςτζσ 

ςυνκικεσ κρυςτάλλωςθσ (Chirgadze 2001). 
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Εικόνα 1.3: ΢χθματικι απεικόνιςθ μεκόδων κρυςτάλλωςθσ. A) μζκοδοσ  μικρο-batch . 

Β) μζκοδοσ διάχυςθσ ατμοφ (vapour-diffuson technique) C) μζκοδοσ διαπίδυςθσ     

(dialysis crystallisation techniques) (πθγι ςχιματοσ: (Chirgadze 2001).  

 

1.1.5  Βελτιςτοπούηςη ςυνθηκών κρυςτϊλλωςησ με χρόςη προςθϋτων. 

Εκτόσ από μερικά προφανι ι προβλζψιμα βιοχθμικά κατάλλθλα 

(ςυμπαράγοντεσ, φυςιολογικοί προςδζτεσ, ιόντα, αναςτολείσ ι ανεργοποιθτζσ ενόσ 

ενηφμου, απορρυπαντικά για μεμβρανικζσ και υδρόφοβεσ πρωτεΐνεσ και 

αναγωγικοφσ παράγοντεσ ι EDTA για προςταςία), είναι δφςκολο να καταλάβουμε τι 

κα είναι χριςιμο. Επιπλζον, πρζπει να ειπωκεί ότι kits που περιζχουν μεγάλα 

ςφνολα δυνθτικά χριςιμων μικρϊν μορίων, ακόμθ και βιολογικά ενεργϊν μικρϊν 

μορίων, είναι τϊρα διακζςιμα ςτο εμπόριο. Αποδείχκθκε ότι είναι ςθμαντικά για 

τθν επιτυχία αρκετϊν ερευνϊν. Αυτζσ οι ςυςτοιχίεσ μικρϊν μορίων ςυνικωσ 

χρθςιμοποιοφνται ςτα ςτάδια βελτιςτοποίθςθσ, αφοφ ζχουν οριςτεί οι άλλεσ 

μεταβλθτζσ. Επειδι οι ενϊςεισ είναι τόςο πολυάρικμεσ και ποικίλεσ, θ ειςαγωγι 

τουσ ςε πρϊιμα ςτάδια, όταν άλλεσ παράμετροι δεν ζχουν ακόμθ κακοριςτεί, 

μπορεί να περιπλζξει ςθμαντικά μια αναηιτθςθ ςυνκθκϊν κρυςτάλλωςθσ. 

Μποροφν επίςθσ να είναι χριςιμα ςε προθγοφμενα ςτάδια τθσ ςάρωςθσ ςυνκθκϊν 

για εφρεςθ αρχικϊν ςυνκθκϊν κρυςτάλλωςθσ μιασ πρωτεΐνθσ χωρίσ προθγοφμενεσ 

αναφορζσ κρυςταλλογραφίασ (McPherson and Cudney 2014). 
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Ζνα ακόμθ από τα παράδοξα ςτθν κρυςτάλλωςθ είναι ότι οι βζλτιςτεσ 

ςυνκικεσ για τθν φάςθ τθσ πυρινωςθσ των κρυςτάλλων δεν είναι οι ιδανικζσ για να 

υποςτθρίξουν τθν επακόλουκθ ανάπτυξι τουσ. Αυτό οφείλεται ςτο γεγονόσ ότι θ 

αυκόρμθτθ δθμιουργία πυρινων είναι πολφ πιο πικανό να ςυμβεί όταν τα επίπεδα 

υπερκορεςμοφ είναι υψθλά, ενϊ θ βραδεία, διατεταγμζνθ ανάπτυξθ μεγάλων 

κρυςτάλλων ευνοείται ςε χαμθλότερα επίπεδα. Επομζνωσ το ιδανικό πείραμα κα 

ζπρεπε να αποςυνδζςει κάπωσ τθν πυρινωςθ από τθν ανάπτυξθ για να 

ικανοποιιςει τισ ςαφϊσ διαφορετικζσ απαιτιςεισ των δφο γεγονότων. Θ 

μικροςπορά (seeding) είναι ζνα ιςχυρό εργαλείο για τον διαχωριςμό τθσ 

πυρινωςθσ και τθσ ανάπτυξθσ. ΢τθν τεχνικι αυτι, παλαιότεροι κρφςταλλοι με τθ 

μορφι μικροκραυςμάτων, χρθςιμοποιοφνται ωσ ‘’ςπόροι’’ και ειςάγονται ςε νζεσ 

ςταγόνεσ εξιςορροπθμζνεσ ςε χαμθλότερα επίπεδα υπερκορεςμοφ. Οι τεχνικζσ 

ςποράσ μποροφν να ταξινομθκοφν ςε δφο κατθγορίεσ με βάςθ το μζγεκοσ των 

κρυςτάλλων-ςπόρων:  

 Μικροςπορά όπου γίνεται μεταφορά μικροςκοπικϊν κρυςτάλλων-ςπόρων, πολφ 

μικρζσ για να διακρικοφν ξεχωριςτά.  

 Μακροςπορά όπου γίνεται μεταφορά  μακροςκοπικοφ ολόκλθρου κρυςτάλλου, 

ςυνικωσ 5-50 μm (Bergfors 2003).  
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1.2.1  Βιοτεχνολογύα 

Θ βιοτεχνολογία εμφανίςτθκε ςτθ δεκαετία του 1970, βαςιηόμενθ ςε μεγάλο 

βακμό ςε μια νζα τεχνικι, αυτι του αναςυνδυαςμζνου DΝΑ, του οποίου οι 

λεπτομζρειεσ δθμοςιεφκθκαν το 1973 από τουσ Stanley Cohen από το Πανεπιςτιμιο 

του ΢τάνφορντ και Herbert Boyer από το Πανεπιςτιμιο τθσ Καλιφόρνια ςτο ΢αν 

Φρανςίςκο. Ο Boyer ςυνεργάςτθκε με τθν Genentech, θ οποία ςιμερα είναι μια 

από τισ μεγαλφτερεσ εταιρείεσ βιοτεχνολογίασ ςτθν αγορά. Με τον όρο 

βιοτεχνολογία περιγράφεται θ τεχνολογία που χρθςιμοποιεί μικροβιακά, φυτικά ι 

ηωικά κφτταρα τα οποία μζςω βιολογικϊν διαδικαςιϊν ζχουν ωσ ςτόχο τθν 

παραγωγι χριςιμων προϊόντων ι υπθρεςιϊν. Απαιτεί ςυνικωσ τθ χριςθ ι τθν 

ανάπτυξθ μεκόδων για άμεςουσ γενετικοφσ χειριςμοφσ για τθν επίτευξθ 

επικυμθτϊν ςτόχων. Σζτοιοι ςτόχοι είναι, ενδεικτικά, θ παραγωγι μιασ ειδικισ 

χθμικισ ζνωςθσ, μιασ βελτιωμζνθσ ποικιλίασ φυτοφ ι ςπόρου, θ γονιδιακι 

κεραπεία μιασ αςκζνειασ ι θ χριςθ ειδικά ςχεδιαςμζνων οργανιςμϊν για τθν 

αποικοδόμθςθ αποβλιτων (BiotechGuide2008 n.d.) (Αγγελισ Γεϊργιοσ 2007). 

Ανάλογα με το πεδίο εφαρμογισ τθσ θ βιοτεχνολογία χωρίηεται ςτισ 

παρακάτω κατθγόριεσ: 

1. Κόκκινθ βιοτεχνολογία, όπου ζχει ωσ αντικείμενο μελζτθσ τθν ιατρικι. Εςτιάηει 

ςτθν ανακάλυψθ και τθν παραγωγι νζων φαρμάκων, εμβολίων, διαγνϊςεων ι 

κεραπειϊν. Αυτό επιτυγχάνεται με τθν εκτεταμζνθ μελζτθ πρωτεϊνϊν και ενηφμων 

κακϊσ και μεταβολιτϊν αυτϊν με ςτόχο τθν βελτίωςθ του τρόπου ηωισ και τθν 

δθμιουργία νζων καινοτόμων φαρμάκων.  

2. Πράςινθ βιοτεχνολογία: ζχει ωσ αντικείμενο μελζτθσ τθσ το περιβάλλον και τθν 

γεωργία. Εςτιάηει ςτθν διαχείριςθ του γενετικοφ υλικοφ για τθ δθμιουργία γενετικά 

τροποποιθμζνων οργανιςμϊν (ΓΣΟ) που φζρουν επικυμθτά χαρακτθριςτικά, 

ξεπερνϊντασ τισ ςυμβατικζσ χρονοβόρεσ και προβλθματικζσ μεκόδουσ βελτίωςθσ. 

Αποτζλεςμα είναι να δθμιουργθκοφν φυτά ανκεκτικά ςε διάφορεσ αςκζνειεσ και 

καταπονιςεισ, πιο παραγωγικά, με λιγότερεσ απαιτιςεισ ςε νερό και φυτά 

"πράςινα εργοςτάςια" παραγωγισ πλθκϊρασ φυςικϊν προϊόντων για 

φαρμακευτικά ςκευάςματα και πρϊτθσ φλθσ για ενζργεια.  
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3. Λευκι βιοτεχνολογία: είναι ο κλάδοσ που ςχετίηεται με τθ βιομθχανία. Οι 

βιομθχανικζσ εφαρμογζσ βιοτεχνολογίασ ζχουν οδθγιςει ςε κακαρότερεσ 

διαδικαςίεσ που παράγουν λιγότερα απόβλθτα και καταναλϊνουν λιγότερθ 

ενζργεια και νερό. Γίνεται παραγωγι βιοαποικοδομιςιμων άρα και φιλικότερων 

προσ το περιβάλλον προϊόντων-παραπροϊόντων, ειςάγοντασ νζεσ μεκόδουσ ςτθν 

παραγωγικι διαδικαςία που μειϊνουν κεαματικά το περιβαλλοντικό κόςτοσ. Ζνα 

ακόμθ ςθμαντικό πεδίο των τελευταίων χρόνων είναι θ παραγωγι βιοκαυςίμων ωσ 

πθγι ενζργειασ που κα βοθκιςει τθν απεξάρτθςθ πολλϊν δραςτθριοτιτων του 

ανκρϊπου από τα υγρά καφςιμα και κα ελαχιςτοποιιςει τισ περιβαλλοντικζσ 

ςυνζπειεσ. Σζλοσ, θ λευκι Βιοτεχνολογία ζχει δθμιουργιςει ςειρά μεκόδων για τθν 

αποτελεςματικι διαχείριςθ των επικίνδυνων αποβλιτων αλλά και τθν 

αντιμετϊπιςθ τθσ ρφπανςθσ κυρίωσ του εδάφουσ και των υδάτων. 

Ενϊ φαίνονται τρεισ ευδιάκριτοι κλάδοι τθσ βιοτεχνολογίασ ςτθν 

πραγματικότθτα αλλθλεπιδροφν μεταξφ τουσ για να υπάρξει αποτζλεςμα. Βαςικό 

εργαλείο τθσ βιοτεχνολογίασ είναι τα ζνηυμα των οργανιςμϊν.(BiotechGuide2008 

n.d.)  

1.2.2 Καταλυτικό δρϊςη  

Οι ηωντανοί οργανιςμοί ςυνκζτουν μια μεγάλθ ςειρά ενηφμων, τα οποία 

καταλφουν παρά πολλζσ αντιδράςεισ εντόσ και εκτόσ κυττάρου. Σα ζνηυμα, είναι 

μόρια που προςδιορίηουν τον τρόπο των χθμικϊν μεταςχθματιςμϊν και 

μεςολαβοφν ςτον ςχθματιςμό των διαφόρων μορφϊν ενζργειασ. Θ ενζργεια που 

απαιτείται για να αρχίςει θ μετατροπι των αντιδρϊντων ςε προϊόντα είναι αυτι 

που επθρεάηεται από τα ζνηυμα και όχι θ διαφορά τθσ ελεφκερθσ ενζργειασ (ΔG) 

μεταξφ των προϊόντων και των αντιδρϊντων. Εάν θ ΔG μιασ αντίδραςθσ κα είναι 

μεγαλφτερθ, μικρότερθ ι ίδια με τθν ΔG0 εξαρτάται μόνο από τισ ςυγκεντρϊςεισ 

των αντιδρϊντων και των προϊόντων. Ζνα ζνηυμο δεν μπορεί να μεταβάλει τουσ 

νόμουσ τθσ κερμοδυναμικισ και ζτςι δεν μπορεί να μεταβάλλει τθν ιςορροπία μιασ 

χθμικισ αντίδραςθσ. Σα ζνηυμα επιταχφνουν τθν επίτευξθ τθσ ιςορροπίασ αλλά δεν 

μεταβάλλουν τθ κζςθ τθσ. Θ επιτάχυνςθ αυτι πραγματοποιείται μζςω τθσ 

ελάττωςθσ τθσ ελεφκερθσ ενζργειασ ενεργοποίθςθσ. Σα κυριότερα χαρακτθριςτικά 

των ενηφμων είναι θ καταλυτικι ιςχφσ και θ εξειδίκευςι τουσ. Θ ουςία τθσ 
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κατάλυςθσ είναι θ ειδικι πρόςδεςθ τθσ μεταβατικισ κατάςταςθσ. Θ κατάλυςθ 

λαμβάνει χϊρα ςε μια ιδιαίτερθ περιοχι του ενηφμου που ονομάηεται ενεργό 

κζντρο. Σο κάκε ζνηυμο, εφόςον αποτελείται από μια μόνο πεπτιδικι αλυςίδα, 

περιζχει μόνο ζνα ενεργό κζντρο, ενϊ για τα ζνηυμα που αποτελοφνται από 

περιςςότερεσ πεπτιδικζσ αλυςίδεσ, κάκε καταλυτικι υπομονάδα ζχει το δικό τθσ 

ενεργό κζντρο.  

Προκειμζνου να μελετθκεί μια ενηυμικι αντίδραςθ, λαμβάνουμε υπόψθ μασ 

τρεισ ουςίεσ: το ζνηυμο (Ε), το υπόςτρωμα (S) και το ςφμπλοκο ενηφμου-

υποςτρϊματοσ (ES). Θ ζνδειξθ τθσ φπαρξθσ ενόσ ςυμπλόκου ενηφμου-

υποςτρϊματοσ ζγινε με 3 τρόπουσ. Πρϊτο ςτοιχείο ιταν θ παρατιρθςθ ότι μια 

ενηυμικι αντίδραςθ ζχει μζγιςτθ ταχφτθτα, ςε αντίκεςθ με μθ καταλυόμενεσ 

αντιδράςεισ, υποδθλϊνοντασ το ςχθματιςμό ενόσ ςυμπλόκου ES. Δεφτερθ απόδειξθ 

ιταν θ κρυςταλλογραφία με ακτίνεσ Χ, μια μζκοδοσ θ οποία πρόςφερε υψθλισ 

πιςτότθτασ εικόνεσ υποςτρωμάτων ςυνδεδεμζνων ςτο ενεργό κζντρο πολλϊν 

ενηφμων. ΢τθν παροφςα εργαςία κα γίνει εκτενισ αναφορά ςτθν μζκοδο τθσ 

κρυςταλλογραφίασ. Και τρίτθ ζνδειξθ αποτζλεςαν τα φαςματοςκοπικά 

χαρακτθριςτικά πολλϊν ενηφμων και υποςτρωμάτων, τα οποία αλλάηουν όταν αυτά 

βρίςκονται με τθν μορφι ςυμπλόκου ES (Berg Jeremy M., Tymoczko, John L., Stryer 

2013). Θ μελζτθ δθμιουργίασ ςυμπλόκου ενηφμου-υποςτρϊματοσ δεν είναι παρά 

μία ειδικι περίπτωςθ τθσ μελζτθσ των αλλθλεπιδράςεων των λειτουργικϊν 

πρωτεϊνϊν με τουσ αντίςτοιχουσ προςδζτεσ (ligands). Για να δθμιουργθκεί αυτό το 

ςφμπλοκο, πραγματοποιείται μια ςτοιχειομετρικι αντίδραςθ μεταξφ του ενηφμου 

και του υποςτρϊματοσ. Οι αλλθλεπιδράςεισ γίνονται ςτο ενεργό κζντρο των 

ενηφμων και όχι ςε τυχαίεσ περιοχζσ. ΢κοπόσ του ενεργοφ κζντρου είναι να 

προςανατολίηει το υπόςτρωμα ςτθν κατάλλθλθ κζςθ ςε ςχζςθ με το ζνηυμο και να 

του επιβάλει κατά κάποιο τρόπο και τθν κατάλλθλθ διαμόρφωςθ. ΢τθν καταλυτικι 

διεργαςία ςυμμετζχει ενεργά ζνασ μικρόσ αρικμόσ αμινοξζων, παρόλα αυτά το 

ενεργό κζντρο μπορεί να καταλαμβάνει μια μεγάλθ περιοχι του ενηφμου. Ζτςι 

υπάρχουν τα αμινοξζα ‘’επαφισ’’, τα μόρια των οποίων βρίςκονται ςε απόςταςθ 

δεςμοφ από ζνα ι περιςςότερα άτομα του υποςτρϊματοσ και γίνεται θ παραδοχι 

ότι εφάπτονται απευκείασ με το υπόςτρωμα. Σα ‘’βοθκθτικά’’ αμινοξζα που δεν 
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αντιδροφν άμεςα με το υπόςτρωμα αλλά αποτελοφν μζροσ του ενεργοφ κζντρου 

και ςυμβάλουν ςτθν ςτακεροποίθςθ τθσ διαμόρφωςθσ και των ιδιοτιτων του 

ενεργοφ κζντρου. Σα αμινοξζα ϋϋςυνειςφοράσϋϋ που ςυμμετζχουν ζμμεςα ςτθν 

καταλυτικι διεργαςία. Αποτελοφν το υπόβακρο πάνω ςτο οποίο ςτθρίηεται θ 

δραςτικι διαμόρφωςθ του ενεργοφ κζντρου. Σζλοσ υπάρχουν και τα αμινοξζα που 

δεν ςυμμετζχουν κακόλου και ακόμθ και να απομακρυνκοφν δεν κα παρατθρθκεί 

καμία ςθμαντικι μεταβολι ςτισ καταλυτικζσ ιδιότθτεσ του ενηφμου (Γεωργάτςοσ-

Γιουψάνθσ-Κυριακίδθσ 2001) 

Θ κατάταξθ των ενηφμων πραγματοποιικθκε ςφμφωνα με τθν αρμόδια 

επιτροπι τθσ Διεκνοφσ Ζνωςθσ Βιοχθμείασ κατατάςςοντασ τα ςε ζξι μεγάλεσ 

κατθγορίεσ, που κάκε μια υποδιαιρείται ςε ομάδεσ, αυτζσ ςε υποομάδεσ κ.ο.κ. ΢τον 

Πίνακα 1.1. φαίνονται οι ζξι μεγάλεσ κατθγορίεσ των ενηφμων.   

Πίνακασ 1.1.: Παραδείγματα ζξι κφριων κατθγοριϊν ενηφμων. 

1. Οξειδοαναγωγάςεσ  Καταλφουν οξειδοαναγωγικζσ 
αντιδράςεισ  

π.χ. γαλακτικό οξφ + NAD+  ↔ πυροςταφυλικό οξφ + NADH + H+ 
 ζνηυμο: γαλακτικι διυδρογονάςθ 

2. Σρανςφεράςεσ  Καταλφουν μεταφορά ομάδων  

π.χ. ςερίνθ + τετραχδροφολικό οξφ↔ γλυκίνθ + THF-O  
ζνηυμο: ςερινο-υδροξυ-μεκυλο-τρανςφεράςθ 

3. Τδρολάςεσ  Καταλφουν διάςπαςθ δεςμϊν με 
παρεμβολι νεροφ 

π.χ. ουρία + Θ2Ο   CO2 + 2NH3   

ζνηυμο: ουρεάςθ 
4. Λυάςεσ Καταλφουν διάςπαςθ δεςμϊν χωρίσ 

παρεμβολι νεροφ  

π.χ. πυροςταφυλικό  ακεταλεχδθ  
ζνηυμο: πυροςταφυλικι αποκαρβοξυλάςθ 

5. Ιςομεράςεσ  Καταλφουν αντιδράςεισ ιςομερίωςθσ  

π.χ. μεκυλομθλονφλο-CoA ↔ θλεκτρυλο- CoA 
ζνηυμο: μεκυλομυλονυλο- CoA ιςομεράςθ 

6. Λιγάςεσ  Καταλφουν το ςχθματιςμό δεςμϊν, με 
ταυτόχρονθ υδρόλυςθ 

π.χ. πυροςταφυλικό οξφ  οξαλοξικό οξφ 
ζνηυμο: πυροςταφυλικι καρβοξυλάςθ 
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1.2.3 Ένζυμα βιοτεχνολογικοϑ ενδιαφϋροντοσ  

Σα ζνηυμα όπωσ αναφζρκθκε παραπάνω, καταλφουν αντιδράςεισ και 

ςτακεροποιοφν τισ μεταβατικζσ καταςτάςεισ, τισ υψθλότερεσ ενεργειακά 

ςτερεοδιατάξεισ ςτισ πορείεσ των αντιδράςεων. ΢τθ βιοτεχνολογία μασ 

ενδιαφζρουν ζνηυμα τα οποία ζχουν διαφορετικζσ ιδιότθτεσ, ϊςτε με μια μικρι 

τροποποίθςθ να μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ςε μεγάλεσ κλίμακεσ. Σζτοια ζνηυμα 

είναι για παράδειγμα τα κεμροςτακερά, τα κερμοανκεκτικά ι τα ζνηυμα που 

αναπτφςςονται ςε μθ ςυμβατά μζςα.  

Οι κερμόφιλοι οργανιςμοί ζχουν τθν ικανότθτα να ηουν ςε ακραίεσ τιμζσ pH 

και υψθλζσ κερμοκραςίεσ γεγονόσ που τουσ κακιςτά ευρζωσ αξιοποιιςιμουσ για ςε 

βιομθχανικζσ εφαρμογζσ. Εκτόσ από το κόςτοσ, θ κερμικι ευαιςκθςία υπιρξε το 

κφριο εμπόδιο ςτθν εκτεταμζνθ χριςθ των ενηφμων ςτθ βιομθχανία. Εάν θ 

διαδικαςία περιλαμβάνει κζρμανςθ, ζνα κερμόφιλο ζνηυμο είναι θ προφανισ 

προτίμθςθ. Εάν ζνα μεςόφιλο ζνηυμο μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ςε μια διαδικαςία, 

ζνα κερμοανκεκτικό ζνηυμο είναι πικανό να είναι καλφτερο. Αυτοί οι οργανιςμοί 

δεν είναι δφςκολο να απομονωκοφν και να αναπτυχκοφν ςε μικρι και ςε μεγάλθ 

κλίμακα. Περιζχουν ζνηυμα πολλϊν κατθγοριϊν, όπωσ διάφορεσ πρωτεάςεσ, 

αμυλάςεσ, γλυκανάςεσ, κυτταρινάςεσ, ξυλανάςεσ και DNA πολυμεράςεσ. Σα ζνηυμα 

αυτά, μποροφν να απομονωκοφν ςε υψθλό βακμό κακαρότθτασ, χρθςιμοποιϊντασ 

ςυμβατικζσ μεκόδουσ, με το πλεονζκτθμα ζναντι των ςυμβατικϊν πρωτεϊνϊν ότι 

μποροφν να ςυντθρθκοφν ακόμα και ςτουσ 4°C παραμζνοντασ  ςτακερά και ενεργά 

μζχρι τουλάχιςτον τουσ 80°C και φτάνοντασ ςυχνά ζωσ τουσ 100°C. ΢ιμερα πολλά 

τζτοια ζνηυμα ζχουν απομονωκεί και χαρακτθριςτεί. Όλα τα ζνηυμα ζχουν υψθλι 

βζλτιςτθ κερμοκραςία κατάλυςθσ και παρουςιάηουν χρόνο θμιηωισ πολλζσ μζρεσ. 

Για παράδειγμα οι DNA πολυμεράςεσ είναι τα ζνηυμα που χρθςιμοποιοφνται για τθ 

μζκοδο τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ (PCR) ωσ εργαλεία ςε 

εργαςτιρια βιοχθμείασ και μοριακισ βιολογίασ και είναι επικυμθτό να ζχουν 

ανκεκτικότθτα ςε υψθλζσ κερμοκραςίεσ είναι μεγάλθ (Kristjansson 

1989)(Γεωργάτςοσ-Γιουψάνθσ-Κυριακίδθσ 2001). 

Σο περιβάλλον των ενηφμων εκτόσ των μεμβρανϊν είναι υδατικό. Για τον 

λόγο αυτόν θ ‘ςυμβατικι κατάλυςθ γίνεται ςε υδατικά διαλφματα αλλά οι 
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περιςςότερεσ μζκοδοι που ζχουν αναπτυχκεί για τθ μελζτθ των ενηφμων βαςίηονται 

ςε υδατικά μζςα. Σελευταία, όμωσ το ενδιαφζρον ζχει εςτιαςτεί ςτθ χρθςιμοποίθςθ 

ενηφμων ςε οργανικοφσ διαλφτεσ. Οι βιομθχανικζσ ενηυμικζσ διεργαςίεσ 

προςφζρουν το πλεονζκτθμα των ιπιων ςυνκθκϊν αντίδραςθσ που είναι άκρωσ 

επιλεκτικζσ και περιβαλλοντικά αποδεκτζσ. Σα πλεονεκτιματα ενόσ ενηφμου 

ενεργοφ παρουςία οργανικοφ διαλφτθ κα ιταν θ εφκολθ ανάκτθςθ των προϊόντων, 

αυξθμζνθ διαλυτότθτα των υδρόφοβων αντιδρϊντων και μείωςθ ςτθν επιμόλυνςθ 

από βακτιρια. Θ αλλαγι του διαλφτθ από το νερό ςε ζνα οργανικό διαλφτθ 

προκαλεί αλλαγζσ και ςτθ λειτουργία του ενηφμου. Επιπλζον τα ζνηυμα ςε 

οργανικοφσ διαλφτεσ αλλάηουν και τθν εξειδίκευςθ τουσ ωσ προσ τα υποςτρϊματα 

ςε ςφγκριςθ με τθ ςυμπεριφορά τουσ ςε υδατικά διαλφματα. Θ διαδικαςία αυτι 

οδιγθςε ςτθν ανάπτυξθ τθσ ενηυμικισ μθχανικισ όπου χρθςιμοποιείται ςτθ 

βιοτεχνολογία με ςτόχο τθν αλλαγι των ιδιοτιτων του ενηφμου. Μια ακόμθ 

μζκοδοσ είναι θ κατευκυνόμενθ μετάλλαξθ ςθμείου (site-directed mutagenesis)  

όπου αφαιρείται, προςτίκεται ι γίνεται αντικατάςταςθ ενόσ αμινοξζοσ ςτο ενεργό 

κζντρο του ενηφμου ι γφρω από αυτό αλλάηοντασ ζτςι τθν εξειδίκευςθ του 

(Γεωργάτςοσ-Γιουψάνθσ-Κυριακίδθσ 2001). ΢τθν παροφςα εργαςία ζχει μελετθκεί 

ζνα ζνηυμο τθσ 6-φωςφο-β-γλυκοςιδάςθσ που προζρχεται από τον κερμοάντοχο 

οργανιςμό Geobacillus sp. SP24 κακϊσ και ενόσ μεταλλάγματοσ αυτοφ που ζχει 

πραγματοποιθκεί με κατευκυνόμενθ μετάλλαξθ ςθμείου ςτο ενεργό του κζντρο.  

Οι περιςςότερεσ τροποποιιςεισ, για να μπορζςουν να χρθςιμοποιθκοφν 

αυτά τα ζνηυμα ςε μεγάλεσ κλίμακεσ, απαιτεί τθ κεωρθτικι γνϊςθ των χθμικϊν και 

γενετικϊν τεχνικϊν που απαιτοφνται κακϊσ και τθσ ςειράσ των ςταδίων που 

ακολουκοφνται από τθν απομόνωςθ ζωσ τθν παραγωγι. Οι περιςςότερεσ 

τροποποιιςεισ πραγματοποιοφνται μζςω μεταλλάξεων κοντά ι μζςα ςτο ενεργό 

κζντρο των ενηφμων αυτϊν. Οι κζςεισ για μεταλλαξιγζνεςθ βαςίηονται ςτθ γνϊςθ 

των πικανϊν ςχζςεων αλλθλουχίασ, δομισ, λειτουργίασ ι/και του καταλυτικοφ 

μθχανιςμοφ τθσ πρωτεΐνθσ. Τπολογιςτικζσ αλγορικμικζσ προβλζψεισ ζχουν 

αναπτυχκεί και χρθςιμοποιθκεί για τθν προεπιλογι των περιοχϊν ςτόχων. Με 

αυτόν τον τρόπο ζγινε και θ δθμιουργία τθσ μεταλλαγμζνθσ πρωτεΐνθσ ςε αυτιν τθν 
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εργαςία όπου ζγινε αντικατάςταςθ ενόσ αμινοξεόσ από ζνα άλλο (Glu378 ςε Gly) 

(Damian-Almazon and Saab-Rincon 2009). 

 

1.2.4 Αξιοπούηςη υδατανθρϊκων απϐ μικροοργανιςμοϑσ  

Οι υδατάνκρακεσ είναι πανταχοφ παρόντα μόρια, τα οποία εμπλζκονται ςε 

πολλζσ λειτουργίεσ. Για τουσ περιςςότερουσ ηωντανοφσ ετερότροφουσ 

οργανιςμοφσ, είναι μια βαςικι πθγι ενζργειασ. Λόγω τθσ ιδιότθτάσ τουσ να μθν 

ςυμμετζχουν ςε αντιδράςεισ, χρθςιμοποιοφνται και ωσ αποκικευςθ ενζργειασ, 

κυρίωσ με τθ μορφι διαφόρων πολυςακχαριτϊν. Οι πολυςακχαρίτεσ ζχουν επίςθσ 

δομικι λειτουργία, αφοφ αποτελοφν βαςικά ςυςτατικά των κυτταρικϊν 

τοιχωμάτων. Οι ολιγοςακχαρίτεσ παράγονται από αυτοφσ τουσ πολυςακχαρίτεσ από 

διάφορα καταβολικά ζνηυμα (γλυκοςιδικζσ υδρολάςεσ, λυάςεσ πολυςακχαριτϊν, 

γλυκοςιδικζσ φωςφορυλάςεσ  και εςτεράςεσ) ι ςυντίκενται από αναβολικά ζνηυμα 

(γλυκοηυλο-τρανςφεράςεσ, τρανςγλυκοςιδάςεσ και γλυκοςιδικζσ φωςφορυλάςεσ) 

παίηουν ςυχνά ρόλο ςθματοδοτικϊν μορίων. Μεςολαβοφν ςτθν επικοινωνία μεταξφ 

εξωκυτταρικοφ και ενδοκυτταρικοφ διαμερίςματοσ, προκειμζνου να διατθρθκεί θ 

ομοιόςταςθ. Αν και ο αρικμόσ των ςυνθκζςτερων ςακχάρων δεν υπερβαίνει κατά 

πολφ τον αρικμό των φυςικϊν αμινοξζων, το φάςμα των ςυνδυαςμϊν τουσ είναι 

πολφ πιο ευρφ. Αυτό οφείλεται ςτο γεγονόσ ότι κάκε κατάλοιπο ςακχάρου φζρει 

πολλζσ ομάδεσ υδροξυλίου, οι οποίεσ μπορεί να χρθςιμοποιθκοφν ανεξάρτθτα για 

προςάρτθςθ άλλθσ χαρακτθριςτικισ ομάδασ υδατάνκρακα ι μθ. Αυτό το γεγονόσ 

οδθγεί ςε μια πλθκϊρα ολιγοςακχαριτϊν που ζχουν εντοπιςτεί μζχρι ςιμερα. Παρά 

τθν πολυπλοκότθτα τθσ ςφνκεςθσ και τθσ δομισ, ςε όλουσ τουσ ηϊντεσ 

οργανιςμοφσ, τόςο θ ςφνκεςθ ολιγοςακχαριτϊν όςο και θ αποικοδόμθςθ, 

ελζγχονται με ακρίβεια ςε διάφορα επίπεδα. Θ ςφνκεςθ ολιγοςακχαριτϊν ςυνικωσ 

προχωρά από ζνα ενεργοποιθμζνο πρόδρομο και καταλφεται από 

γλυκοςυλοτρανςφεράςεσ (GTs). Οι πολυςακχαρίτεσ και οι ολιγοςακχαρίτεσ 

αποικοδομοφνται από διάφορουσ μθχανιςμοφσ. Οριςμζνοι από αυτοφσ 

υποβάλλονται ςε διάςπαςθ οξειδοαναγωγάςθσ αλλά θ πιο ςυχνι είναι θ υδρόλυςθ 

που προκαλείται από ζνδο- και ζξω-δρϊντεσ γλυκοηιδικζσ υδρολάςεσ (GHs). Ζχει 

αποδοκεί πολφ λιγότερθ προςοχι ςτθν περαιτζρω τροποποίθςθ των γλυκοςιδικϊν 
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δεςμϊν, φωςφορόλυςθ, που είναι ανάλογθ με υδρόλυςθ αλλά ςτθν περίπτωςθ 

αυτι, το ρόλο του νεροφ κατζχει ζνα ανόργανο φωςφορικό ιόν. Θ φωςφορολυτικι 

επεξεργαςία των γλυκοςίδων καταλφεται από τισ λεγόμενεσ γλυκοηιδικζσ 

φωςφορυλάςεσ (GPs) (Puchart 2015).   

 

1.2.5 Σο ϋνζυμο 6-φωςφο-β-γλυκοζιδϊςη (6-phospho-β-glycosidase, GH1) 

Σο Gram-κετικό βακτιριο εδάφουσ Bacillus subtilis είναι ςε κζςθ να 

χρθςιμοποιιςει μια μεγάλθ ποικιλία υδατανκράκων, μεταξφ των οποίων αρκετζσ 

γλυκάνεσ ωσ μοναδικι πθγι άνκρακα. Για τθν αξιοποίθςθ του άνκρακα από πθγζσ 

πολυμερϊν, το κφτταρο πρζπει να ςυνκζτει εξωκυτταρικά ζνηυμα τα οποία 

αποικοδομοφν τα πολυμερι και τα ολιγομερι που πρζπει να μεταφερκοφν με 

ειδικά ςυςτιματα πρόςλθψθσ και να ειςαχκοφν ςτο μεταβολικό μονοπάτι. Θ 

προτιμϊμενθ πθγι άνκρακα είναι θ γλυκόηθ και θ ζκφραςθ γονιδίων και οπερονίων 

των οποίων τα γονιδιακά προϊόντα εμπλζκονται ςτθ χρθςιμοποίθςθ εναλλακτικϊν 

πθγϊν άνκρακα ρυκμίηεται αυςτθρά. ΢υγκεκριμζνα, θ ενεργοποίθςθ γίνεται από 

ςυγκεκριμζνο υπόςτρωμα και θ καταςτολι προκαλείται από το ίδιο το προϊόν (πθγι 

άνκρακα) (καταςτολι καταβολικοφ άνκρακα, carbon catabolite repression [CCR]) 

(Tobisch, Stülke, and Hecker 1999). Πολλά αερόβια βακτιρια του εδάφουσ 

διακζτουν ζνα φωςφο-ενολο-πυροςταφυλικό ςφςτθμα, το οποίο αποτελείται από: 

το φωςφο-ενολο-πυροςταφυλο-εξαρτϊμενου ςυςτιματοσ φωςφο-τρανςφεράςθσ 

(phosphotransferase system, PTS), όπου ςυμμετζχει ςτον μεταβολιςμό των 

υδατανκράκων. Ο γενικόσ μθχανιςμόσ του PTS ζχει ωσ εξισ: μια φωςφορικι ομάδα 

από το φωςφοενολοπυροςταφυλικό (PEP) μεταφζρεται ςτο ζνηυμο Ι (ΕΙ) του PTS το 

οποίο με τθ ςειρά του μεταφζρεται ςτον πρωτεϊνικό μεταφορζα φωςφορικισ 

ομάδασ (HPr). Θ φωςφο-ΘΡ μεταφζρει ςτθ ςυνζχεια τθν φωςφορικι ομάδα ςε ζνα 

ςακχαρο-ειδικό ςφμπλοκο περμεάςθσ  (ζνηυμα ΕΙΙ / ΕΙΙΙ) (Postma, Lengeler, and 

Jacobson 1993). Σα ςφμπλοκα ΕΙΙ αντιπροςωπεφουν τισ ειδικζσ για τα ςάκχαρα 

περμεάςεσ, οι οποίεσ αποτελοφνται από τρεισ ι τζςςερισ υπομονάδεσ όπου είτε 

ςυντικονται ςε απλζσ πολυδομικζσ πρωτεΐνεσ είτε ςχθματίηουν επιμζρουσ 

πολυπεπτίδια. Οι πρωτεΐνεσ του PTS μεταφζρουν μια φωςφορικι ομάδα από το 

φωςφοενολοπυροςταφυλικό (το φωςφορυλικό δότθ) ςτον υδατάνκρακα που 
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πρόκειται να μεταφερκεί (Tobisch, Stülke, and Hecker 1999). Δφο βαςικά ςυςτατικά 

αυτοφ του ςυςτιματοσ είναι (1) μια διαμεμβρανικι φωςφοτρανςφεράςθ, θ οποία 

φωςφορυλιϊνει τισ ολιγογλυκάνεσ ενϊ τισ μεταφζρει εντόσ του κυττάρου και (2) 

μία ενδοκυτταρικι ευρείασ εξειδίκευςθσ GH1 β-φωςφο-γλυκοηιδάςθ, θ οποία 

υδρολφει τισ φωςφο-ολιγογλυκάνεσ που προκφπτουν. Θ οικογζνεια 1 των 

γλυκοηυλο υδρολαςϊν περιλαμβάνει ζνηυμα με διαφορετικζσ προτιμιςεισ ωσ προσ 

το υπόςτρωμα: β-γλυκοηιδάςεσ με ευρεία εξειδίκευςθ, 6-φωςφο-β-γλυκοηιδάςεσ 

και 3-γαλακτοςιδάςεσ, μυροςινάςεσ και λακτάςεσ. Θ ανάλυςθ του ενεργοφ κζντρου 

επιβεβαίωςε τθν παρατιρθςθ ότι οι μικρζσ διαφορζσ ςτθ δομι και όχι ςε μεγάλο 

μζροσ τθσ πρωτεΐνθσ  μπορεί να είναι υπεφκυνεσ για τθ μεγάλθ ποικιλία επιφανειϊν 

που παρατθροφνται ςτισ γλυκοηιδάςεσ (Moracci et al. 1996). 

 Σα ζνηυμα τθσ οικογζνειασ GH1 χρθςιμοποιοφν ζναν πρότυπο μθχανιςμό 

διπλισ μετατόπιςθσ δφο ςταδίων που περιλαμβάνει ζνα ομοιοπολικό ενδιάμεςο 

που ςχθματίηεται και υδρολφεται μζςω μεταβατικϊν καταςτάςεων ιόντων 

οξυκαρβενίου. Θ δραςτικι κζςθ, ςυνικωσ, περιζχει ζνα ηεφγοσ πολφ ςυντθρθμζνων 

γλουταμινικϊν οξζων, το ζνα από τα οποία λειτουργεί ωσ καταλφτθσ οξζοσ / βάςθσ, 

πρωτονιϊνει το γλυκοςιδικό οξυγόνο ςτο πρϊτο ςτάδιο. Σο άλλο γλουταμινικό 

λειτουργεί ωσ καταλυτικό πυρθνόφιλο, προςβάλλοντασ το ανωμερικό κζντρο του 

υποςτρϊματοσ και ςχθματίηοντασ ζνα ομοιοπολικό γλυκοηυλο-ενδιάμεςο ενηφμου 

κατά το ςπάςιμο του γλυκοςιδικοφ δεςμοφ. Αυτό το ενδιάμεςο υποβάλλεται ζπειτα 

ςε ζκκεςθ με νερό, με βοικεια βάςθσ από τον καταλφτθ οξζοσ / βάςθσ, 

απελευκερϊνοντασ το προϊόν ςακχάρου με κακαρι ςυγκράτθςθ τθσ ανωμερικισ 

διαμόρφωςθσ, όπωσ φαίνεται για μία 6-φωςφογλυκοςιδάςθ (Kwan et al. 2016) ςτο 

΢χιμα 1.2. 

Σο ζνηυμο για τθν ςυγκεκριμζνθ μελζτθ απομονϊκθκε από τον 

μικροοργανιςμό Geobacillus sp. SP24, οποίοσ ςυλλζχκθκε ςε ζνα δείγμα 101 

κερμόφιλων βακτθριακϊν ςτελεχϊν από θφαιςτιογενζσ περιβάλλον (΢αντορίνθ, 

Αιγαίο, Ελλάδα) και πραγματοποιικθκε αξιολόγθςθ του δυναμικοφ τθσ ενηυμικισ 

αποικοδόμθςθσ βιομάηασ. Σο 80% των ςτελεχϊν είχαν ξυλανολυτικι ικανότθτα ενϊ 

μόνο τα οκτϊ από αυτά μποροφςαν ταυτόχρονα να υδρολφουν τθν κυτταρίνθ.  
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΢χιμα 1.2: Μθχανιςμόσ 6-φωςφο-b-γλυκοηιδάςθσ από GH1: για το Spy1599 το πυρθνόφιλο 

είναι Glu366 και ο καταλφτθσ οξζοσ/βάςθσ Glu165 (Kwan et al. 2016). 

 

Σο ςτζλεχοσ SP24, όπου είχε περιςςότερο από 99% ςτο 16S rRNA ομοιότθτα με 

Geobacillus sp. μελετικθκε περαιτζρω για τθ μοναδικι τθσ ικανότθτα να 

παρουςιάηει ταυτόχρονα δραςτθριότθτεσ όπου καταλφονται από κυτταρινάςεσ, 

ξυλανάςεσ, β-γλυκοηιδάςεσ και β-ξυλοηιδάςεσ. Σα επίπεδα παραγωγισ αυτϊν των 

ενηφμων μποροφν να αυξθκοφν περαιτζρω ςε καλλιζργειεσ βιοαντιδραςτιρων, 

κακϊσ αποκάλυψαν ςθμαντικζσ εξαρτιςεισ από τα επίπεδα αεριςμοφ και 

αποδίδουν ςε κατάλλθλα ενηυμικά μίγματα για διάφορεσ βιοτεχνολογικζσ και 

ερευνθτικζσ εφαρμογζσ. (Stathopoulou et al. 2012).   
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 1.3 

ΒΙΟΠΛΗΡΟΥΟΡΙΚΗ ΑΝΑΛΤ΢Η 

ΣΡΙ΢ΔΙΑ΢ΣΑΣΨΝ ΔΟΜΨΝ 
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1.3.1 Πρϐβλεψη τριςδιϊςτατησ δομόσ πρωτεώνών in silico. 

Ζωσ τον Οκτϊβριο του 2018, θ βάςθ δεδομζνων TrEMBL τθσ UniProt 

(www.uniprot.org) περιείχε πάνω από 126 εκατομμφρια αλλθλουχίεσ πρωτεϊνϊν 

(automatically annotated, not reviewed). Αξιοςθμείωτο είναι ότι θ πρωτεϊνικι βάςθ 

δεδομζνων [Protein Data Bank (PDB), www.rcsb.org] περιζχει μόλισ πάνω από 

150.000 πειραματικά προςδιοριςμζνεσ τριςδιάςτατεσ (3D) δομζσ. Οι διαρκϊσ 

αυξανόμενοι ρυκμοί ταυτοποίθςθσ νζων αμινοξικϊν ακουλουκιϊν δεν ακολουκοφν 

τουσ αντίςτοιχουσ ρυκμοφσ προςδιοριςμοφ των 3D δομϊν, με αποτζλεςμα να 

αυξάνει το ζλλειμα γνϊςθσ μεταξφ μιασ πρωτεϊνικισ αλλθλουχίασ και τθσ 

λειτουργίασ τθσ κζτοντασ μεγάλεσ προκλιςεισ ςτουσ ερευνθτζσ. Θ πρόοδοσ ςτισ 

υπολογιςτικζσ τεχνικζσ για τθν πρόβλεψθ τθσ δομισ και τθσ λειτουργίασ των 

πρωτεϊνϊν μποροφν να ςυρρικνϊςουν ςθμαντικά αυτό το κενό (Kelly et al. 2015). Οι 

υπολογιςτικζσ μζκοδοι για τθν πρόβλεψθ των 3D πρωτεϊνικϊν δομϊν διακρίνονται 

ςε τρεισ κατθγορίεσ, με βάςθ τθ διακεςιμότθτα προτφπων δομϊν ςτθ βιβλιοκικθ 

τθσ PDB. ΢τθ ςυγκριτικι μοντελοποίθςθ (comparative modelling, CM), τα εξελικτικά 

ςχετιηόμενα ομόλογα πρότυπα αναγνωρίηονται από ςυγκρίςεισ αλλθλουχιϊν ι 

προφίλ αλλθλουχιϊν και μοντζλα υψθλισ ανάλυςθσ μποροφν να δθμιουργθκοφν 

απλά αντιγράφοντασ το πλαίςιο των δομϊν του προτφπου ι ικανοποιϊντασ τουσ 

χωρικοφσ περιοριςμοφσ που ςυλλζγονται από τισ δομζσ των προτφπων. Επειδι οι 

πρωτεΐνεσ διαφορετικισ εξελικτικισ προζλευςθσ μποροφν να ζχουν παρόμοια 

δομι, ςχεδιάηονται μζκοδοι «φφανςθσ» των πρωτεϊνικϊν δομϊν με βάςθ τισ 3D 

δομζσ άλλων πρωτεϊνϊν με γνωςτι δομι, ζτςι ϊςτε να ταιριάηουν με τθν 

αλλθλουχία αναηιτθςθσ, με απϊτερο ςκοπό τθν αναγνϊριςθ παρόμοιου 

διπλϊματοσ με τθν μελετϊμενθ πρωτεΐνθ ακόμα και όταν δεν υπάρχει εξελικτικι 

ςχζςθ μεταξφ αυτισ και τθσ πρότυπθσ πρωτεΐνθσ. Σζλοσ, για τισ πρωτεΐνεσ όπου 

γίνεται κάποια αναηιτθςθ, οι οποίεσ δεν ζχουν δομικά ςυγγενείσ πρωτεΐνεσ ςτθν 

πρωτεϊνικι βάςθ δεδομζνων PDB, θ δομι πρζπει να καταςκευαςτεί εξϋαρχισ με 

μοντελοποίθςθ, ab initio. Αυτι είναι θ πιο δφςκολθ περίπτωςθ και θ μζκοδοσ 

εφαρμόηεται με επιτυχία κυρίωσ όταν πρόκειται για μικρζσ πρωτεΐνεσ με λιγότερο 

από 120 αμινοξζα. Σα τελευταία χρόνια πραγματοποιείται μια μελζτθ αξιολόγθςθσ 

των αλγορίκμων βάςει των οποίων γίνεται θ πρόβλεψθ τθσ 3D δομισ πρωτεϊνϊν 

(Critical Assessment of Protein Structure Prediction, CASP). Σα αποτζλεςματα τθσ 

http://www.uniprot.org/
http://www.rcsb.org/
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μελζτθσ αυτισ ζδειξαν ςθμαντικά πλεονεκτιματα ωσ προσ τισ ςφνκετεσ 

προςεγγίςεισ που εφαρμόηονται ςτθν πρόβλεψθ τθσ πρωτεϊνικισ δομισ, οι οποίεσ 

ςυνδυάηουν τισ διάφορεσ τεχνικζσ όπωσ threading, ab initio μοντελοποίθςθ και 

προςεγγίςεισ βελτίωςθσ δομισ ςε ατομικό επίπεδο (Roy, Kucukural, and Zhang 

2010). 

 

1.3.2. Εξυπηρετητϋσ για πρϐβλεψη τριςδιϊςτατων δομών 

Για τθν μοντελοποίθςθ 3D πρωτεϊνικϊν δομϊν ζχουν αναπτυχκεί 

αυτοματοποιθμζνοι διαδικτυακοί εξυπθρετθτζσ οι οποίοι αξιοποιοφν τόςο τθν 

ομολογία που παρουςιάηει μια πρωτεΐνθ ςτθν αμινοξικι τθσ ακολουκία όςο και τθ 

δομικι ομολογία με άλλεσ πρωτεΐνεσ τθσ οικογενείασ από τθν οποία μπορεί να 

προζρχονται. Σζτοιοι εξυπθρετθτζσ ζχουν ςυγκεντρωκεί ςε μια πλατφόρμα όπωσ 

αυτι του “Protein Model Portal”(Arnold et al. 2009), θ οποία περιλαμβάνει το 

SWISS-MODEL (Waterhouse et al. 2018), M4T (Fernandez-Fuentes et al. 

2007),InFOLD2 (D. B. Roche et al. 2011), Phyre2 (Kelly et al. 2015) και i-TASSER (Roy, 

Kucukural, and Zhang 2010), εφαρμόηοντασ τα αντίςτοιχα πρωτόκολλα. Από τουσ 

παραπάνω εξυπθρετθτζσ αναλφονται διεξοδικότερα ο i-Tasser και ο Phyre2, οι 

οποίοι και χρθςιμοποιικθκαν ςτο πλαίςιο τθσ παροφςασ εργαςίασ.  

Iterative Threading ASSEmbly Refinement, i-TASSER:  

O εξυπθρετθτισ i-TASSER, αναπτφχκθκε ςχετικά πρόςφατα και χρθςιμοποιεί 

προςομοιϊςεισ ςυναρμολογθμζνων μοτίβων «φφανςθσ» (threading assembly 

simulations), ςε ςυνδυαςμό με ςτοίχιςθ μοτίβων «φφανςθσ», εμπλουτιςμζνων με 

δευτεροταγι ςτοιχεία και ab initio Monte Carlo προςομοιϊςεισ για τθσ μθ 

ςτοιχιςμζνεσ περιοχζσ. Θ πορεία που ακολουκεί ο i-TASSER αποτελείται από 

τζςςερα γενικά βιματα: τθν ταυτοποίθςθ του μοτίβου «φφανςθσ», τθν 

επαναλθπτικι προςομοίωςθ ςυναρμολόγθςθσ τθσ δομισ (iterative structure 

assembly simulation), τθν επιλογι και τθ βελτίωςθ του μοντζλου κακϊσ και τθ 

ςιμανςθ αυτοφ με λειτουργικά χαρακτθριςτικά που οφείλονται ςτθ δομι (Yang et 

al., 2014). 
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΢χιμα 1.3. ΢χθματικι αναπαράςταςθ του πρωτοκόλλου εφαρμογισ του i-Tasser για τθν 

πρόβλεψθ τθσ πρωτεϊνικισ δομισ και λειτουργίασ. Οι πρωτεϊνικζσ αλυςίδεσ χρωματίηονται 

από μπλζ ζωσ κόκκινο χρϊμα για το αμινοτελικό ζωσ το καρβοξυτελικό άκρο, αντίςτοιχα 

(Roy, Kucukural, and Zhang 2010). 

 

Phyre2: 

Ο εξυπθρετθτισ Phyre2 χρθςιμοποιείται επίςθσ εκτενϊσ για τθν πρόβλεψθ τθσ 

τριςδιάςτατθσ δομισ μιασ μοναδικισ πρωτεϊνικισ αλλθλουχίασ αλλά ταυτόχρονα 

μπορεί να χρθςιμοποιθκεί με διάφορουσ τρόπουσ ανάλογα με τθν ζρευνα που 

διεξάγει ο χριςτθσ. Οι προθγμζνεσ δυνατότθτεσ του Phyre2 περιλαμβάνουν: 1) τθν 

εφαρμογι Backphyre, για αναηιτθςθ μιασ δομισ ζναντι μιασ ςειράσ γονιδιωμάτων, 

2) τθν υποβολι ενόσ μεγάλου αρικμοφ πρωτεϊνικϊν αλλθλουχιϊν για 

μοντελοποίθςθ (batch method), 3) τθν «φφανςθ» ζνα-προσ-ζνα από τα αμινοξζα 

τθσ αλλθλουχίασ τθσ προσ μελζτθ πρωτεΐνθσ επί μιασ δομισ που ζχει ορίςει ο 

χριςτθσ 4) Phyre alarm, για αυτόματεσ ςαρϊςεισ με ςκοπό τθν αναηιτθςθ 

πρωτεϊνϊν που είναι δφςκολο να μοντελοποιθκοφν, οι οποίεσ πραγματοποιοφνται 

ςε εβδομαδιαία βάςθ και 5) Phyre Investigator για εμπεριςτατωμζνθ ανάλυςθ τθσ 

ποιότθτασ του μοντζλου, τθσ πικανισ λειτουργίασ τθσ πρωτεΐνθσ με βάςθ τθ δομι 

αυτοφ και των επιπτϊςεων που μπορεί να φζρουν ενδεχόμενεσ μεταλλάξεισ (Kelly 

et al. 2015). ΢το ΢χιμα 1.4 που ακολουκεί περιγράφεται ςχθματικά θ πορεία τθσ 
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διαδικαςίασ που ακολουκείται από τον εξυπθρετθτι για τθν πρόβλεψθ τθσ τελικισ 

δομισ. ΢ε κάκε ςτάδιο χρθςιμοποιοφνται εξειδικευμζνεσ βάςεισ δεδομζνων κακϊσ 

και ςυνδυαςμόσ αυτϊν κακϊσ θ διαδικαςία βρίςκεται ςε εξζλιξθ ζωσ τζλοσ και να 

δοκεί μια αξιόπιςτθ τριςδιάςτατθ δομι τθσ μελετϊμενθσ πρωτεΐνθσ.   

 

΢χιμα 1.4: ΢χθματικι αναπαράςταςθ τθσ πορείασ που ακολουκεί το Phyre2 ςτθν οποία 

υποδεικνφονται τα αλγορικμικά ςτάδια. Οι αρικμοί των ςταδίων παρουςιάηονται ςε 

κφκλουσ και επί μζρουσ ςτάδια αυτϊν περιβάλλονται από διακεκομμζνα πλαίςια. ΢τάδιο 1- 

ςυλλογι ομόλογων αλλθλουχιϊν: θ προσ μελζτθ αλλθλουχία ςαρϊνεται ζναντι ειδικά 

επεξεργαςμζνθσ nr20 (εξαιρουμζνων των ακολουκιϊν με παραπάνω από 20% κοινι 

ταυτότθτα ςτθν αμινοξικι ακολουκία) βάςθσ δεδομζνων πρωτεϊνικϊν αλλθλουχιϊν με 

HHblits. Θ προκφπτουςα ςτοίχιςθ πολλαπλϊν αλλθλουχιϊν χρθςιμοποιείται για τθν 

πρόβλεψθ τθσ δευτεροταγοφσ δομισ με το PSIPRED και τόςο θ ςτοίχιςθ όςο και θ 

πρόβλεψθ τθσ δευτεροταγοφσ δομισ ςυνδυάηονται ςε ζνα μοντζλο Markov (hidden Markov 

model-HHMs). ΢τάδιο 2- βιβλιοκικθ αναηιτθςθσ μοτίβων διπλϊματοσ: ςτθ ςυνζχεια θ προσ 

μελζτθ αλλθλουχία ανιχνεφεται ςε μια βάςθ δεδομζνων από HMMs γνωςτϊν πρωτεϊνικϊν 

δομϊν. Οι επιλεγμζνεσ ςτοιχίςεισ από αυτι τθν αναηιτθςθ χρθςιμοποιοφνται για τθν 

καταςκευι μοντζλων με βάςθ μόνο τα άτομα τθσ κφριασ αλυςίδασ. ΢τάδιο 3- 

μοντελοποίθςθ βρόχου: ακολουκεί διόρκωςθ κάποιων περιοχϊν με μοντελοποίθςθ των 
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αμινοξζων ωσ βρόχων. ΢τάδιο 4- προςκικθ πλευρικισ αλυςίδασ: προςτίκενται οι πλευρικζσ 

αλυςίδεσ των αμινοξζων για να παραχκεί το τελικό μοντζλο Phyre2  (Kelly et al. 2015). 

 

1.3.3. Γνωςτϋσ 3D δομϋσ 6-φωςφο-β-γλυκοζιδαςών. 

Με ςκοπό τθν εφρεςθ των 6-φωςφο-β-γλυκοςιδαςϊν για τισ οποίεσ ζχουν 

ιδθ πραγματοποιθκεί δομικζσ μελζτεσ, ζγινε αναηιτθςθ ςτθ βιβλιογραφία και ςτισ 

ςχετικζσ βάςεισ δεδομζνων (Protein Data Bank). Σα αποτελζςματα ζδειξαν ότι 

υπάρχουν δομζσ οι οποίεσ αφοροφν είτε ςτα φυςικά ζνηυμα είτε ςε ζνηυμα που 

φζρουν ςθμειακζσ μεταλλάξεισ ςε αμινοξζα του καταλυτικοφ τουσ κζντρου, τα 

περιςςότερα εξϋαυτϊν παρουςιάηονται ωσ ςφμπλοκα με ανάλογα υποςτρϊματοσ. 

Επίςθσ, παρατθρικθκε ότι μόνο ζνα από τα ζνηυμα με γνωςτι 3D δομι προζρχεται 

από κερμόφιλο μικροοργανιςμό, ενϊ το ςχετικό άρκρο που περιγράφει αυτά τα 

αποτελζςματα δεν ζχει ακόμα δθμοςιευκεί ςε ζγκριτο περιοδικό (Πίνακασ 1.2).  

 

Πίνακασ 1.2: Παρουςίαςθ καταλόγου 6-φωςφο-β-γλυκοηιδαςϊν των οποίων θ 3D δομι 

είναι γνωςτι. 

PDB codes Βακτιρια Μετάλλαξθ 
Προςδζτθσ 
(ανάλογο 

υποςτρϊματοσ) 

3PN8 Sreptococcus mutans UA159   

4F66 Streptococcus mutans UA159  
Beta-D-glucose-6-

P 

3QOM Lactobacillus plantarum   

4F79 
Human microbiome lactic acid 

bacteria 
E375Q  

1UP4 
monoclonic form 

Thermotoga maritima   

1UP6 
tetragonal form 

-//-  
Manganese, NAD+, 

glucose-6-P 

1UP7 
tetragonal form 

-//-  NAD, glucose-6-P 

4IPL Streptococcus pneumoniae   

4IPN Streptococcus pneumoniae  Thiocellobiose-6P 

4GZE 
Apo form 

Lactobacillus plantarum   

156Y Geobacillus Stearothermophilus   

2XHY E.coli   

5C3M 
of Gan4C 

GH4, 6-phospho-b-
glucosidase 

Geobacillus Stearothermophilus   
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4GPN Streptococcus mutans UA150 E375Q Gentiobiose-6-P 

1PBG Lactobacillus lactis   

2PBG form B Lactobacillus lactis   

3PBG form C Lactobacillus lactis   

4PBG form CST Lactobacillus lactis   

4B3K Streptococcus pyogenes   

4B3L Streptococcus pyogenes   

5NAQ Lactobacillus plantarum   

5NAV Lactobacillus plantarum 

double 
mutant 

(Cys211Ser/ 
Cys292Ser) 

 

 

5FOO 
Streptococcus pyogenes 

serotype M1 
  

 

΢τθ ςυνζχεια, επελζγθςαν αντιπροςωπευτικζσ δομζσ από κάκε μικροοργανιςμό ζτςι 

ϊςτε να αποφευχκοφν επικαλφψεισ και εντοπίςκθκαν τα καταλυτικά αμινοξζα 

αυτϊν κακϊσ αμινοξζα ςτο περιβάλλον του καταλυτικοφ κζντρου (Πίνακασ 1.3). Σα 

δφο καταλυτικά αμινοξζα που φζρουν τθν ιδιότθτα του δότθ πρωτονίων και του 

νουκλεόφιλου δζκτθ υποδεικνφονται με ζντονα γράμματα ενϊ οι διαφορζσ ςτθν 

αμινοξικι ακολουκία με ροη ςκίαςθ.  

 

Πίνακασ 1.3: Καταλυτικά αμινοξζα και αμινοξζα και ςτο περιβάλλον του καταλυτικοφ ιδθ 

γνωςτϊν δομϊν τθσ 6-φωςφο-β-γλυκοηιδάςθσ.  

PDB code Αλυςίδα        
4IPL  

Streptococcus pneumoniae 
A E171 E364 S422 W415 S424 K430 Y432 

4B3K  
Streptococcus pyogenes 

C E165 E366 S423 W416 L425 N430 Y432 

4GPN 
Streptococcus mutans 

B E176 Q375 S430 W423 G432 K438 Y440 

4GZE 
Lactobacillus plantarum 

A E180 E375 A430 W423 S432 K438 Y440 

 

 

Τπζρκεςθ των τριςδιάςτατων δομϊν ζδειξε ότι θ ςυνολικι διαμόρφωςθ των 

ενηφμων είναι παρόμοια όπωσ και θ κζςθ τθσ καταλυτικισ περιοχισ χωρίσ να 

παρατθροφνται ςθμαντικζσ διαφορζσ. Σόςο θ δομι των 6-φωςφο-β-γλυκοηιδαςϊν 
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ςυνολικά όςο και τα αμινοξζα γφρω από το ενεργό κζντρο των ενηφμων αυτϊν, τα 

οποία είναι ςυντθρθμζνα ςε μεγάλο βακμό για αυτιν τθν οικογζνεια ενηφμων, 

φαίνεται να διατθροφν τθ διαμόρφωςι τουσ (΢χιμα 1.4). Ελάχιςτεσ μεταβολζσ 

παρατθροφνται ςτα δευτεροταγι ςτοιχεία και οι πιο ςθμαντικζσ αφοροφν 

εφκαμπτεσ περιοχζσ-βρόχουσ. 

 

΢χιμα 1.4: ΢χθματικι απεικόνιςθ των γνωςτϊν δομϊν του ενηφμου 6-φωςφο-γλυκοςιδάςθ 

με χριςθ του προγράμματοσ γραφικϊν Chimera (Pettersen et al. 2004). Παρουςιάηονται οι 

δομζσ με PDB code: 4GZE (ανοιχτό πορτοκαλί), 4GPN (μωβ),  4B3K (πράςινο) και 4IPL 

ςομόν.   
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ΤΛΙΚΑ 

2.1 Καλλιϋργεια βακτηρύων 

Θ καλλιζργεια βακτθρίων χρθςιμοποιείται για τθν απομόνωςθ μεγάλθσ ποςότθτασ 

ενόσ πλαςμιδίου ι μετά τον μεταςχθματιςμό τουσ κατά τθν κλωνοποίθςθ τμθμάτων 

DNA ςε πλαςμιδιακοφσ φορείσ ϊςτε να επιλεχκοφν τα κφτταρα που ζχουν 

μεταςχθματιςτεί. 

Όλα τα υλικά παραςκευάςτθκαν με απιονιςμζνο νερό και αποςτειρϊκθκαν ςε 

κλίβανο ατμοφ. ΢τθ ςυνζχεια ανάλογα με το πείραμα προςτίκεται το κατάλλθλο 

αντιβιοτικό. 

Σο υγρό μζςο, LB (Luria Bertani), που χρθςιμοποιικθκε για τθν ανάπτυξθ των 

βακτθρίων είχε τθν εξισ ςφςταςθ:  

 10 gr ανά λίτρο casein-tryptone 

 5 gr ανά λίτρο εκχφλιςμα ηφμθσ  

 10 gr NaCl ανά λίτρο. 

Σο pH ρυκμίηεται ςτο 7 με διάλυμα NaOH. 

Για να παραςκευαςτεί ςτερεό κρεπτικό μζςο πρζπει να προςτεκοφν ςτα παραπάνω 

ςυςτατικά 15 gr άγαρ/lt. Σο μίγμα αποςτειρϊνεται και τοποκετείται ςε τρυβλία 

Petri όπου ςτερεοποιείται ςε κερμοκραςία δωματίου. 

Tο αντιβιοτικό που χρθςιμοποιικθκε ιταν θ αμπικιλίνθ τελικισ ςυγκζντρωςθσ 100 

μg/ml το οποίο ετοιμάςκθκε από αρχικό διάλυμα ςυγκζντρωςθσ 100 mg/ml. 

 

2.2 Βακτηριακϊ ςτελϋχη 

DH5a: βακτθριακό ςτζλεχοσ που χρθςιμοποιείται για τον μεταςχθματιςμό κατά τθν 

κλωνοποίθςθ τμθμάτων DNA ςε πλαςμιδιακοφσ φορείσ. Θ παρουςία τθσ λακτόηθσ 

ςτο γφρω περιβάλλον πυροδοτεί τθν μεταγραφι του οπερονίου ΙαcΗ ςε βακτιρια Ε. 

coli. Αποτζλεςμα τθσ μεταγραφικισ δραςτθριότθτασ του οπερονίου είναι θ 

παραγωγι του ενηφμου β-γαλακτοηιδάςθσ που μεταβολίηει τθ λακτόηθ. Ωςτόςο, μια 

μεταλλαγμζνθ β-γαλακτοςιδάςθ ζχει διαγραμμζνα Ν-καρβοξυτελικά άκρα και θ 
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μετάλλαξθ αυτι, είναι ςε κζςθ να ςχθματίςει ζνα τετραμερζσ που βρίςκεται ςτθν 

ανενεργι του κατάςταςθ. Αυτι θ μεταλλαγμζνθ μορφι τθσ πρωτεΐνθσ, ωςτόςο 

μπορεί να επιςτρζψει πλιρωσ ςτθν ενεργό κατάςταςθ του τετραμεροφσ παρουςία 

ενόσ Ν-καρβοξυτελικοφ κραφςματοσ τθσ πρωτεΐνθσ, το α-πεπτίδιο. Θ αποκατάςταςθ 

τθσ λειτουργίασ τθσ μεταλλαγμζνθσ β-γαλακτοςιδάςθσ από το α-πεπτίδιο 

ονομάηεται α-ςυμπλθρωματικότθτα. Ζτςι, τα μθ αναςυνδυαςμζνα πλαςμίδια 

αποκακιςτοφν ςτα μεταςχθματιςμζνα βακτιρια τθν ενεργότθτα του ενηφμου γιατί 

οι περιςςότεροι πλαςμιδιακοί φορείσ φζρουν αλλθλουχίεσ που ςυμπλθρϊνουν τθν 

μετάλλαξθ ςτο γονίδιο lacZ και παρουςιάηουν χαρακτθριςτικό μπλε χρϊμα. Μία 

πολλαπλι κζςθ κλωνοποίθςθσ (MCS) υπάρχει εντόσ τθσ αλλθλουχίασ lacZ ςτον 

πλαςμιδιακό φορζα. Αυτι θ αλλθλουχία μπορεί να κοπεί με ζνηυμα περιοριςμοφ 

για τθν ειςαγωγι του ξζνου DNA. Όταν ζνασ πλαςμιδιακόσ φορζασ που περιζχει 

ξζνο DNA λαμβάνεται από τα E. coli ξενιςτι, θ α-ςυμπλιρωςθ δεν ςυμβαίνει, ωσ εκ 

τοφτου, δεν παράγεται ζνα λειτουργικό ζνηυμο β-γαλακτοςιδάςθσ. Ζτςι, ςτα 

μεταςχθματιςμζνα βακτιρια που ζχουν δεχκεί τα αναςυνδυαςμζνα πλαςμίδια το 

γονίδιο τθσ β-γαλακτιηιδάςθσ δεν μπορεί να μεταφραςτεί. Σο αποτζλεςμα είναι ότι 

αυτζσ οι βακτθριακζσ αποικίεσ είναι λευκζσ, παρουςία X-gal (αδρανζσ χρωμογόνο 

υπόςτρωμα για τθ β-γαλακτοςιδάςθ) (Miller 1992) 

 

2.3 Πλαςμιδιακού φορεύσ 

Tα βακτιρια διακζτουν πλαςμίδια, τα οποία ζχουν τισ κατάλλθλεσ ιδιότθτεσ για να 

λειτουργοφν ωσ φορείσ για τθν κλωνοποίθςθ τμθμάτων εξωγενοφσ DNA ςε αυτά. Σα 

πλαςμίδια είναι μικρά, κυκλικά μόρια DΝΑ, μικουσ μόλισ λίγων χιλιάδων ηευγϊν 

βάςεων. ΢ε κάκε βακτθριακό κφτταρο μπορεί να υπάρχουν από ζνα ζωσ αρκετζσ 

εκατοντάδεσ πλαςμίδια και αντιγράφονται ανεξάρτθτα από το χρωμόςωμα του 

βακτθρίου-ξενιςτι. Σο γεγονόσ ότι τα γονίδια ανκεκτικότθτασ ςε αντιβιοτικά 

βρίςκονται ςτα πλαςμίδια και όχι ςτο χρωμοςωμικό DNA δεν είναι τυχαίο. Θ 

ανκεκτικότθτα ςτα αντιβιοτικά προχποκζτει ςχετικά μεγάλεσ ποςότθτεσ ενηφμων 

που τα καταςτρζφουν. Επειδι όμωσ τα γονίδια που κωδικοποιοφν αυτά τα ζνηυμα 

βρίςκονται ςε πλαςμίδια, υπάρχουν ςε πολφ περιςςότερα αντίγραφα από ότι αν 

βριςκόταν ςτο βακτθριακό χρωμόςωμα. Σα πλαςμίδια, λόγω του μικροφ τουσ 
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μεγζκουσ κα τθσ παρουςίασ ςε αυτά γονιδίων ανκεκτικότθτασ ςτα αντιβιοτικά, είναι 

ιδανικοί φορείσ κλωνοποίθςθσ. Επιπλζον, για όλα τα πλαςμίδια είναι εφκολο να 

επιτευχκεί θ απομόνωςι τουσ από τα βακτιρια (Watson, Caudy, Myers 2007). 

΢τθν ςυγκεκριμζνθ εργαςία χρθςιμοποιικθκε ο πλαςμιδιακόσ φορζασ pET-15b τθσ 

εταιρίασ Novagen φαίνεται ςτθν Eικόνα 2.2  

 

 

Εικόνα 2.1: ο πλαςμιδιακόσ φορζασ pET-15b, 5708 ηευγϊν βάςεων. ΢τθν εικόνα φαίνεται θ 

περιοχι ανκεκτικότθτασ ςτθν αμπικιλλίνθ για τθν επιλογι του πλαςμιδιακοφ φορζα ςτα 

βακτθριακά κφτταρα. 

 

 

 



58 
 

2.4 Κρυςταλλογραφύα  

Κατά τισ δοκιμαςίεσ κρυςτάλλωςθσ του ενηφμου πραγματοποιικθκαν πολλζσ 

δοκιμζσ με μια πλθκϊρα αντιδραςτθρίων.  

Χθμικά/ Πρωτεΐνθ 

1.  6-φϊςφο-β-γλυκοςιδάςθ  

2. Αηίδιο του νατρίου (NaN3) ωσ ςυντθρθτικό ςτα χρθςιμοποιοφμενα χθμικά 

διαλφματα, ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 0,02% (w/v) 

3. 0,2Μ ιωδιοφχο νάτριο   

4. Αικυλενογλυκόλθ 10% και 5% (v/v) 

5. Διοξάνθ  

6. Γκυκερόλθ  

7. Οκτυλ-α/β-γλυκοςιδιο 

8. Πολυαικυλενογλυκόλθ (PEG) 3350,400,4000, 

9. 0,1Μ Bis-Tris propane (C11H26N2O6) pH= 7,5  

10. Τπερκάκαρο νερό (HPLC grade H2O) 

11. Αντιδραςτιρια τθσ εταιρίασ Hampton, που χρθςιμοποιικθκαν ωσ πρόςκετα 

(additives) ςτισ κρυςταλλϊςεισ 

Εξοπλιςμόσ  

- ΢τερεοςκόπιο εξοπλιςμζνο με ψθφιακι φωτογραφικι μθχανι, 160Χ, Leica 

ΜΗ16 (Leica Microsystems GmbH) 

- πιπζτεσ Gilson Ρ1000-Ρ10 (Gilson, Γαλλία) 

- μετρθτισ pΘ, Metrohm 744 (Metrohm AG) 

- Αναλυτικόσ ηυγόσ (Sartorius ± 0,0005 g) 

- ΢υςκευι ανάδευςθσ (Vortex) 

- Ρομπότ κρυςτάλλωςθσ Oryx Nano, Douglas Instruments, 

UK, υποδομι του Εκνικοφ Ιδρφματοσ Ερευνϊν 

 

 

 

Εικόνα 2.2. Αυτόματο ςφςτθμα κρυςταλλογζνεςθσ 
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- ΢υμβατικι μονάδα ακτίνων Χ, υποδομι του Εκνικοφ Ιδρφματοσ Ερευνϊν 

 

Εικόνα 2.3. ΢υμβατικι γεννιτρια ακτίνων Χ, υποδομι εγκατεςτθμζνθ ςτο Ινςτιτοφτο 

Βιολογίασ, Φαρμακευτικισ Χθμείασ και Βιοτεχνολογίασ του Εκνικοφ Ιδρφματοσ 

Ερευνϊν.  

 

ΜΕΘΟΔΟΙ 

Θ υπερζκφραςθ και ο κακαριςμόσ τθσ πρωτεΐνθσ πραγματοποιικθκε ςφμφωνα με 

το πρωτόκολλο που ζχει αναπτυχκεί από τθν ερευνθτικι ομάδα του Δρ. 

Χατηθνικολάου ςτο Εργαςτιριο Μικροβιολογίασ, τομζασ Βοτανικισ, του τμιματοσ 

Βιολογίασ ςτο Εκνικό & Καποδιςτριακό Πανεπιςτιμιο Ακθνϊν. Θ διαδικαςία που 

ακολουκικθκε περιγράφεται λεπτομερζςτερα ανά μζκοδο παρακάτω.  

 

2.5 Απομϐνωςη πλαςμιδιακοϑ DNA  

Για τθν απομόνωςθ πλαςμιδιακοφ DNA χρθςιμοποιικθκε το MACHERY-NAGEL 

NucleoSpin Plasmid ςφμφωνα με το πρωτόκολλο τθσ εταιρίασ. 

 

2.6 Μεταςχηματιςμϐσ βακτηρύων 

Μεταςχθματιςμόσ είναι ο μθχανιςμόσ κατά τον οποίον ζνα βακτιριο δζχεται 

τμιματα ελεφκερου DNA προερχόμενα από άλλθ πθγι (πλαςμίδια). Λίγα βακτιρια 
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είναι ικανά πρόςλθψθσ εξωγενοφσ DNA in vivo, είναι δθλαδι επιδεκτικά κφτταρα 

(competent cells). Σα περιςςότερα είδθ βακτθρίων ζχουν τθν ιδιότθτα να 

προςλαμβάνουν και να ενςωματϊνουν ‘‘ξζνο’’ DNA από το κρεπτικό τουσ υλικό, το 

οποίο όμωσ αποικοδομείται ςτθν προςπάκεια ενςωμάτωςισ του ςτο βακτθριακό  

γονιδίωμα. Οι περιςςότερεσ μζκοδοι βακτθριακοφ μεταςχθματιςμοφ βαςίηονται 

ςτισ παρατθριςεισ του Mendel και τθσ Higa (1970), οι οποίοι ζδειξαν ότι τα 

βακτιρια που υποβλικθκαν ςε επεξεργαςία με παγωμζνα διαλφματα CaCl2 και ςτθ 

ςυνζχεια κερμάνκθκαν για λίγο μποροφςαν να διαμολυνκοφν ευκολότερα με το 

DNA του βακτθριοφάγου λ (Sambrook,Fritsch,Maniatis 1989). Θ ίδια μζκοδοσ 

χρθςιμοποιικθκε ςτθ ςυνζχεια από τον Cohen, ο οποίοσ παρατιρθςε πωσ θ 

ικανότθτα κυττάρων E. coli να προςλαμβάνουν πλαςμιδιακό DNA βελτιϊνεται με τα 

ιόντα Ca++ (Cohen, Chang, and Hsu 1972). Ο μεταςχθματιςμόσ των βακτθρίων 

επιτυγχάνεται με τθν προςωρινι αλλαγι τθσ κερμοκραςίασ (κερμικό ςοκ) από τουσ 

37οC ςτουσ 42οC .  

΢τθν παροφςα εργαςία μεταςχθματίςτθκαν δεκτικά κφτταρα BL21 του βακτθρίου Ε. 

coli. Ακολουκικθκε θ παρακάτω διαδικαςία: 

● Μεταφορά ενόσ δείγματοσ δεκτικϊν κυττάρων από τουσ -80οC ςε πάγο.  

● Επϊαςθ για 10 λεπτά ϊςπου να πραγματοποιθκεί θ τιξθ του δείγματοσ. 

● Προςκικθ 10 μl πλαςμιδιακοφ DNA και ιπια ανάδευςθ. 

● Επϊαςθ ςε πάγο για 30 λεπτά, κατά τθν οποία το DNA ζρχεται ςε επαφι με τα 

βακτιρια. 

● Σοποκζτθςθ του δείγματοσ ςε υδατόλουτρο ςτουσ 42οC για 1 λεπτό και 30 

δευτερόλεπτα και άμεςθ μεταφορά ςτον πάγο όπου παραμζνει για 2 λεπτά με 

αποτζλεςμα τα βακτιρια να υφίςταται κερμικό ςοκ. 

● Προςκικθ 180 μl υγροφ LB με πολφ ιπια ανάδευςθ.  

● Επίςτρωςθ των κυττάρων ςε αποςτειρωμζνο τρυβλίο Petri το οποίο περιζχει 

ςτερεό κρεπτικό υλικό με το κατάλλθλο αντιβιοτικό. Επϊαςθ ολονφχτια ςτουσ 

37οC για τθν ανάπτυξθ των μεταςχθματιςμζνων βακτθριακϊν αποικιϊν. 
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2.7 Ηλεκτροφϐρηςη DNA ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 

Θ θλεκτροφόρθςθ ςτθρίηεται ςτο γεγονόσ ότι τα περιςςότερα μακρομόρια 

διαχωρίηονται ανάλογα με το μζγεκόσ τουσ δεδομζνου πωσ είναι θλεκτρικά 

φορτιςμζνα. Όταν εφαρμόηεται θλεκτρικό πεδίο ςε πικτωμα, το DNA, το οποίο 

είναι αρνθτικά φορτιςμζνο ςε ουδζτερο pΘ, μετατοπίηεται προσ τθν άνοδο όπου 

βρίςκεται ο κετικόσ πόλοσ. Ο ρυκμόσ μετατόπιςθσ του DNA κακορίηεται από τισ εξισ 

παραμζτρουσ:  

1. από το μζγεκόσ του 

2. τθν διαμόρφωςι του (υπερελικωμζνο, γραμμικό) 

3. τθ ςυγκζντρωςθ τθσ αγαρόηθσ 

4. τθν τάςθ που εφαρμόηεται 

5. τθ ςφςταςθ και τθν ιςχφ του διαλφματοσ θλεκτροφόρθςθσ. 

6. τθ κερμοκραςία  

Για τθν ανίχνευςθ του DNA χρθςιμοποιείται βρωμιοφχο αικίδιο, το οποίο ζχει τθν 

ιδιότθτα να παρεμβάλλεται μεταξφ των βάςεων και να κακιςτά το DNA ορατό υπό 

υπεριϊδθ ακτινοβολία (Sambrook,Fritsch,Maniatis 1989). 

Θ αγαρόηθ είναι ζνασ πολυςακχαρίτθσ που παράγεται από φφκθ. Σα πθκτϊματα 

αγαρόηθσ δθμιουργοφνται ςε καλοφπια με τιξθ τθσ αγαρόηθσ ςε ρυκμιςτικό 

διάλυμα (1xΣΑΕ) μζχρισ ϊτου να δθμιουργθκεί ζνα διαυγζσ, διαφανζσ διάλυμα. Σα 

πθκτϊματα αγαρόηθσ φζρουν πόρουσ, που το μζγεκόσ τουσ εξαρτάται από τθν 

ςυγκζντρωςθ τθσ αγαρόηθσ.  

Σο διάλυμα τθσ αγαρόηθσ ηεςταίνεται ςε φοφρνο μικροκυμάτων μζχρι βραςμοφ 

ϊςτε να λιϊςει θ αγαρόηθ και ςτθ ςυνζχεια προςτίκεται το βρωμιοφχο αικίδιο ςε 

ςυγκζντρωςθ 0,1 μg/ml. Υςτερα, το πικτωμα τοποκετείται ςτθ ςυςκευι 

θλεκτροφόρθςθσ που περιζχει επίςθσ ρυκμιςτικό διάλυμα 1xΣΑΕ. Θ διάρκεια και θ 

τάςθ που εφαρμόςτθκε ιταν 1-2h και 100V, αντίςτοιχα.  

Για το πικτωμα αγαρόηθσ χρθςιμοποιικθκαν:  

 Αγαρόηθ (ςυγκζντρωςθσ 1% για θλεκτροφόρθςθ DNA). 
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 Ρυκμιςτικό διάλυμα 1xΣΑΕ από πυκνό διάλυμα 50x [200mM Tris 

hydroxymethyl aminomethane, 200mM CH3COOH, 1mM EDTA 

(ethylenediaminetetraacetic acid) pH 8.0] 

 

2.8 Τπερϋκφραςη πρωτεώνών  

Για τθν αφξθςθ του αρικμοφ των κυττάρων ςε μεγάλθ ςυγκζντρωςθ 

πραγματοποιείται ςταδιακι αφξθςθ τθσ καλλιζργειασ. Αρχικά, με τθ βοικεια ενόσ 

ρφγχουσ πιπζττασ ζγινε εμβολιαςμόσ μιασ αποικίασ μζςα ςε 10 ml αποςτειρωμζνου 

κρεπτικοφ LB με 100 μg/mL αμπικιλίνθ και επωάςτθκε ςτουσ 37οC υπό ολονφκτια 

ανάδευςθ ϊςτε να δθμιουργθκεί θ  προκαλλιζργεια. ΢τθ ςυνζχεια τα 10 mL 

μοιράηονται ςε δφο κωνικζσ φιάλεσ των 250 mL όπου περιείχαν 140 mL 

αποςτειρωμζνου κρεπτικοφ υλικοφ με 100 μg/mL αμπικιλίνθ και επωάηονται ςτουσ 

37οC για 2 ϊρεσ περίπου ζωσ ότου θ οπτικι πυκνότθτα τθσ καλλιζργειασ φκάςει ςτο 

0,800 ςε μικοσ κφματοσ 280 nm. Σζλοσ το περιεχόμενο τθσ κάκε κωνικισ εγχζεται 

ςε μεγαλφτερθ όπου περιζχει ποςότθτα 1 L αποςτειρωμζνου κρεπτικοφ υλικοφ LB 

με 100 μg/mL αμπικιλίνθ. Οι δυο μεγάλεσ φιάλεσ τοποκετοφνται ςε επωαςτιρα υπό 

ολονφκτια ανάδευςθ και ςε κερμοκραςία 18 οC.  

Θ ςυλλογι των κυττάρων πραγματοποιείται φςτερα από φυγοκζντρθςθ 

10.000 ςτουσ 15οC για 20 λεπτά. Απορρίπτεται το υπερκείμενο και αποκθκεφεται το 

ίηθμα όπου περιζχει τα κφτταρα. Θ διαδικαςία τθσ φυγοκζντρθςθσ 

επαναλαμβάνεται ζωσ ότου περάςουν από τθν φυγόκεντρο όλα τα mL τθσ 

καλλιζργειασ.   

 

 2.9 Ομογενοπούηςη (λϑςη) κυττϊρων 

Σο πρϊτο ςτάδιο που πρζπει να αντιμετωπιςτεί ϊςτε να παραλθφκεί μια 

ςυγκεκριμζνθ πρωτεΐνθ από κφτταρα είναι το ςπάςιμο των περιβλθμάτων των 

κυττάρων, είτε αυτά είναι μεμβράνεσ, είτε κυτταρικά τοιχϊματα. Για ιςτοφσ που 

περιβάλλονται από τοιχϊματα όπωσ είναι αυτοί των φυτϊν ι των 

μικροοοργανιςμϊν μια ομογενοποίθςθ δεν είναι αρκετι. Μζκοδοι όπωσ 
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λειοτρίβθςθ με κακαρι άμμο, υπζρθχοι, πζψθ με ειδικά ζνηυμα χρθςιμοποιοφνται 

ςυνικωσ ωσ πιο δραςτικζσ μζκοδοι ςτθν διάςπαςθ των μεμβρανϊν. Όλεσ αυτζσ 

αποτελοφν τισ φυςικζσ μεκόδουσ. Παράλλθλα, μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν 

χθμικζσ μζκοδοι (διαλυτοποίθςθ με διαλφματα χαμθλισ ιοντικισ ιςχφοσ, με πυκνά 

διαλφματα αλάτων και ουρίασ, με οργανικοφσ διαλφτεσ κ.α.) ι με ενηυμικζσ μζκοδοι 

(Γεωργάτςοσ-Γιουψάνθσ-Κυριακίδθσ 2001).  

΢το πλαίςιο τθσ παροφςασ εργαςίασ τα κυτταρικά τοιχϊματα ζςπαςαν  με τθν 

χριςθ υπεριχων. Κατά τθ διαδικαςία αυτι αυξάνεται θ κερμοκραςία του 

διαλφματοσ για το λόγο αυτό το διάλυμα τοποκετικθκε ςε πάγο και παρζμεινε εκεί 

κατά τθν διάρκεια του πειράματοσ.  

 

2.10 Καθαριςμϐσ πρωτεώνών  

Οι ςυνθκζςτερεσ μζκοδοι για κακαριςμό πρωτεϊνϊν περιλαμβάνουν όλεσ τισ 

μεκόδουσ χρωματογραφίασ. Οι μζκοδοι διαχωρίηονται ςφμφωνα με τισ διαφορζσ 

μεταξφ των ιδιοτιτων τθσ πρωτεΐνθσ που πρόκειται να κακαριςτεί (θ πρωτεΐνθ 

ςτόχοσ) και των ιδιοτιτων άλλων ουςιϊν ςτο δείγμα. Παραδείγματα ιδιοτιτων 

πρωτεΐνθσ που χρθςιμοποιοφνται ςε διαφορετικζσ μεκόδουσ χρωματογραφίασ 

δίδονται ςτον παρακάτω πίνακα. 

Πίνακασ 2.1: Ιδιότθτεσ πρωτεϊνϊν για τον κακαριςμό τουσ με χρωματογραφικζσ μεκόδουσ.  

Ιδιότθτεσ πρωτεϊνών Μζκοδοσ 

Ειδικι αναγνϊριςθ προςδζτθ Χρωματογραφία ςυγγζνειασ (AC) 

΢φνδεςθ μεταλλικϊν ιόντων 
Χρωματογραφία ςυγγζνειασ ακινθτοποιθμζνου 

μεταλλικοφ ιόντοσ (IMAC) 

Φορτίο Χρωματογραφία ιονικισ ανταλλαγισ (IEX) 

Μζγεκοσ Χρωματογραφία μοριακισ διικθςθσ (GF) 

Τδροφοβικότθτα 
Χρωματογραφία υδρόφοβθσ αλλθλεπίδραςθσ (HIC) 

Χρωματογραφία ανάςτροφθσ φάςθσ (RPC) 

Ιςοθλεκτρικό ςθμείο Χρωματοεςτίαςθ 
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 Θ χρωματογραφία ςυγγζνειασ είναι το ςυνθκιςμζνο πρϊτο ςτάδιο 

κακαριςμοφ όταν θ πρωτεΐνθ ςτόχοσ είναι ςθμαςμζνθ με κάποια αλλθλουχία. Εάν 

χρειάηεται περαιτζρω κακαριςμόσ, χρθςιμοποιοφνται επιπλζον μζκοδοι για τθν 

απομάκρυνςθ των εναπομεινουςϊν ακακαρςιϊν ι άλλων πρωτεϊνϊν. Ο 

κακαριςμόσ μθ επιςθμαςμζνων πρωτεϊνϊν ςυχνά απαιτεί τθ χριςθ αρκετϊν 

ςταδίων κακαριςμοφ εφαρμόηοντασ διαφορετικζσ μεκόδουσ με κατάλλθλθ ςειρά 

(GE Healthcare 2010).   

΢τθν παροφςα εργαςία, ο κακαριςμόσ πραγματοποιικθκε με 

xρωματογραφία ςυγγζνειασ ςε ρθτίνθ νικελίου. Κατά τθν διαδικαςία αυτιν ςε 

αλκαλικό περιβάλλον, οι πρωτεΐνεσ που περιζχουν ζξι ςυνεχόμενα κατάλοιπα 

ιςτιδίνθσ (6xH-tag) ςτθν αμινοξικι τουσ αλλθλουχία, προςδζνονται με υψθλι 

ςυγγζνεια ςε ςτιλθ ρθτίνθσ-νικελίου. Θ ςφνδεςθ αυτι επιτυγχάνεται κακϊσ ςε 

αλκαλικό περιβάλλον τα κατάλοιπα ιςτιδίνθσ φορτίηονται αρνθτικά ςχθματίηοντασ 

ζνα δακτφλιο που περιβάλλει τα κατιόντα νικελίου (Hochuli, Döbeli, and Schacher 

1987). Για τον ςκοπό αυτό, θ πρωτεΐνθ περιείχε τθν αλλθλουχία ιςτιδινϊν 

προκειμζνου περνϊντασ από ςτιλθ να δεςμευτεί ςτισ μιτρεσ ρθτίνθσ-νικελίου (Ni2+-

NTA). ΢τθ ςυνζχεια με αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του ιμιδαηολίου ςτο διάλυμα 

ζκλουςθσ τθσ ςτιλθσ ζγινε θ αποδζςμευςθ τθσ πρωτεΐνθσ από αυτιν. Σο ιμιδαηόλιο 

ανταγωνίηεται τα κατάλοιπα ιςτιδίνθσ για πρόςδεςθ ςτο κατιόν του νικελίου 

απελευκερϊνοντασ τισ προςδεδεμζνεσ πρωτεΐνεσ 

Σα ρυκμιςτικά διαλφματα που χρθςιμοποιικθκαν για αυτιν τθν διαδικαςία 

κακαριςμοφ είχαν τθν παρακάτω ςφςταςθ. Ρυκμιςτικό διάλυμα δζςμευςθσ Ni-NTA 

(χριςθ για λφςθ και δζςμευςθ): 

300 mM NaCl, 50 mM ρυκμιςτικό διάλυμα φωςφορικοφ νατρίου, 10 mM 

ιμιδαηόλιο, pΘ 8,0 

1Χ Νi-ΝΣΑ ρυκμιςτικό διάλυμα ζκπλυςθσ: 300 mM NaCI, 50 mM ρυκμιςτικό 

διάλυμα φωςφορικοφ νατρίου, 20 mM ιμιδαηόλιο, pΘ 8,0 

1Χ Νi-ΝΣΑ ρυκμιςτικό διάλυμα ζκλουςθσ: 300 mM NaCl, 250 mM ιμιδαηόλιο, 

ρυκμιςτικό διάλυμα φωςφορικοφ νατρίου 50 mM, pΘ 8,0 (H. Roche n.d.). 
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2.11  Ηλεκτροφϐρηςη ςε αποδιατακτικϐ πόκτωμα 

πολυακρυλαμύδησ SDS-PAGE 

Για τθν ανάλυςθ και τον διαχωριςμό των πρωτεϊνϊν με βάςθ το μζγεκόσ 

τουσ χρθςιμοποιικθκε θ μζκοδοσ τθσ θλεκτροφόρθςθσ πρωτεϊνϊν ςε 

αποδιατακτικό πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ (North). Θ παρουςία του ανιονικοφ 

απορρυπαντικοφ SDS (δωδεκακυκλοκειικοφ νατρίου) ςτο πικτωμα, ςτο διάλυμα 

θλεκτροφόρθςθσ και το διάλυμα Laemnli που προςτίκεται ςτα δείγματα ζχει ωσ 

αποτζλεςμα οι πρωτεΐνεσ να αποδιατάςςονται και να φορτίηονται αρνθτικά ζτςι 

ϊςτε να διαχωρίηονται ςφμφωνα με το μοριακό τουσ βάροσ. 

Ο ςχθματιςμόσ του πθκτϊματοσ γίνεται ςε κερμοκραςία δωματίου με 

πολυμεριςμό των μονομερϊν ακρυλαμίδθσ με τθ βοικεια δφο παραγόντων 

πολυμεριςμοφ: του υπερκειικοφ αμμωνίου (ammonium persulfate, APS) και του 

TEMED (N,N,N,N- τετραμεκυλαικυλζνιο-1,2-διαμίνθ) το οποίο καταλφει το 

ςχθματιςμό ελεφκερων ριηϊν από το APS. Ζτςι, ςχθματίηεται ζνα πλζγμα που 

αποτελείται από πόρουσ μζςα ςτουσ οποίουσ κινοφνται οι πρωτεΐνεσ. Γενικά, 

πθκτϊματα με μικρι ςυγκζντρωςθ πολυακρυλαμιδίου ζχουν μεγαλφτερουσ πόρουσ 

και το αντίςτροφο. 

Σο «καλοφπι» ςτο οποίο ςχθματίςτθκε το πικτωμα ιταν ζνα «ςάντουιτσ» επίπεδων 

τηαμιϊν. Σα τηάμια τοποκετοφνται ςε ζνα ςτιριγμα (casting frame). Σο πικτωμα 

αποτελείται από δφο φάςεισ:  

- τθν ανϊτερθ (stacking gel) ςτθν οποία πραγματοποιείται θ ευκυγράμμιςθ 

των πρωτεϊνϊν ςε ενιαίο μζτωπο  

- τθν υποκείμενθ, δθλαδι το πικτωμα ευκυγράμμιςθσ (separating gel). 

Πρϊτα παραςκευάηεται το πικτωμα ευκυγράμμιςθσ (separating gel). Αυτό 

χρθςιμοποιικθκε ςε ςυγκζντρωςθ 12% ςυγκζντρωςθσ πολυακριλαμίδθσ: 

Οι ποςότθτεσ των ςυςτατικϊν του είναι: 

 8 ml ακρυλαμίδθ/διςακρυλαμίδθ  

 5 ml 1,25 Μ Tris-Cl pH 8,8  

 0,2 ml 10% APS (Ammonium Persulfate)   
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 0,008 ml TEMED  

 6,8 ml H2O  

Μετά παραςκευάηεται θ ανϊτερθ φάςθ του πθκτϊματοσ (stacking gel). Οι 

ποςότθτεσ των ςυςτατικϊν του είναι: 

 0,83 ml ακρυλαμίδθ/διςακρυλαμίδθ 

 0,63 ml 1 Μ Tris-Cl pH 6,8   

 0,05 ml 10% APS (Ammonium Persulfate)   

 0,005 ml TEMED  

 3,45 ml H2O 

Προετοιμαςία δειγμάτων 

Πραγματοποιείται αποδιάταξθ των δειγμάτων με τθ χριςθ του διαλφματοσ 

1Χ Sample Buffer, το οποίο ζχει τθν ακόλουκθ ςφςταςθ: 

 50 mM Tris-Cl pH 6,8 

 2% SDS 

 10% γλυκερόλθ 

 0,1M ι 1,5% δικειοτριόλθ (DTT)  

 12,5 Mm Αικυλενοδιαμινοτετραοξικό οξφ (EDTA) 

 0,02% μπλε βρωμοφαινόλθ  

Ακολουκεί κζρμανςθ ςτουσ 100οC για 3-5 λεπτά. Σα δείγματα τοποκετοφνται ςε 

κατάλλθλεσ κζςεισ υποδοχισ (slots) που δθμιουργοφνται ςτο πικτωμα 

ευκυγράμμιςθσ με τθ χριςθ ειδικισ «χτζνασ», όςο το πικτωμα είναι ακόμα υγρό. 

΢τισ κζςεισ όπου δεν ζχω δείγμα να φορτϊςω τοποκετϊ buffer με νερό επίςθσ 

φςτερα από βραςμό.  

H θλεκτροφόρθςθ πραγματοποιικθκε ςε ρυκμιςτικό διάλυμα 1x Tris-γλυκίνθσ από 

αρχικό διάλυμα 10x με τθν εξισ ςφςταςθ: 

 151,43 gr Tris 

 720,7 gr γλυκίνθσ 

 50 gr SDS  

 Νερό ζωσ τα 5 λίτρα 
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Θ θλεκτροφόρθςθ ζγινε με ςτακερι ζνταςθ πεδίου 13 mA μζχρι θ χρωςτικι μπλε 

τθσ βρωμοφαινόλθσ να περάςει το τζλοσ του πθκτϊματοσ και να προχωριςει ςτο 

διάλυμα θλεκτροφόρθςθσ (~2,5h).  

Για τισ ανάγκεσ τθσ παροφςασ εργαςίασ πραγματοποιικθκαν τζςςερισ (4) 

παραςκευζσ πρωτεϊνικοφ δείγματοσ (WT και mutant). Λεπτομζρειεσ που αφοροφν 

αυτζσ τισ παραςκευζσ ςυνοψίηονται ςτον Πίνακα 2.2. 

Πίνακασ 2.2. Προετοιμαςία πρωτεϊνικοφ δείγματοσ για κρυςτάλλωςθ 

α/α παρτίδασ β-GH1-6P (mg/ml) 

Φυςικι πρωτεΐνθ (wild type, WT) 

β-GH1-6P E378G (mg/ml) 

Μετάλλαγμα (mutant) 

Batch 1 20 mg/ml - 

Batch 2 35 mg/ml 35 mg/ml 

Batch 3 14 mg/ml 45 mg/ml 

Batch 4 33 mg/ml 69 mg/ml 

 

2.12 Δοκιμϋσ κρυςτϊλλωςησ 

Θ επιλογι των αρχικϊν ςυνκθκϊν κρυςτάλλωςθσ ζγινε φςτερα από βιβλιογραφικι 

αναηιτθςθ τθσ Δρ Μ. Χεγκάηι, ςτο πλαίςιο τθσ εργαςίασ τθσ ωσ μεταδιδακτορικι 

ςυνεργάτθσ ςτθν ομάδα τθσ Δρ Χρυςίνα, ΙΒΦΧΒ-ΕΙΕ. Πιο ςυγκεκριμζνα, ελζγχκθκαν 

οι ςυνκικεσ κρυςτάλλωςθσ των ιδθ δθμοςιευμζνων 6-φωςφο-β-γλυκοηιδαςϊν και  

πραγματοποιικθκε βελτιςτοποίθςθ αυτϊν λαμβάνοντασ υπϋοψιν τα διακζςιμα 

εμπορικά ςκευάςματα με παρεμφερείσ ςυνκικεσ με βάςθ τισ οποίεσ ζγιναν και 

επιπλζον δοκιμζσ. ΢τθ ςυνζχεια παρατίκεται θ πορεία που ακολουκικθκε για τθν 

κρυςτάλλωςθ του ενηφμου:  

Για τισ δοκιμζσ κρυςτάλλωςθσ, χρθςιμοποιικθκαν μικροπλάκεσ κρυςτάλλωςθσ 

(plates, Εικόνα 2.4) με 96 πθγάδια (wells) κατάλλθλεσ για τθν εφαρμογι τθσ 

μεκόδου διάχυςθσ ατμϊν κακιμενθσ ςταγόνασ. ΢ε κάκε well αντιςτοιχοφν δφο 

μικρότερεσ κζςεισ ςτισ οποίεσ τοποκετείται το πρωτεϊνικό διάλυμα, τα ςυςτατικά 

του οποίου ζχουν ςυνικωσ ςυγκζντρωςθ μικρότερθ από αυτι του reservoir. Ο 

όγκοσ του διαλφματοσ που τοποκετείται ςτο reservoir είναι ςυνικωσ 50 μL και 

ζναντι αυτοφ εξιςορροποφνται οι ςυγκεντρϊςεισ των ςυςτατικϊν τθσ ςταγόνασ. 
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Εικόνα 2.4: Μικροπλάκα κρυςτάλλωςθσ (Plate) για κρυςταλλογραφία 96 κζςεων δφο 

ςταγόνων θ κακεμία SWISSCI ‘MRC’ ( 

http://www.labtimes.org/labtimes/method/methods/2010_06.lasso, 

https://www.moleculardimensions.com/products/5089-Top-96-Crystallisation-Screen/ ) 

΢τισ ςειρζσ A ζωσ H και 1 ζωσ 12 ςχθματίηονται 2 ςταγόνεσ ςε κάκε κζςθ που 

αντιςτοιχεί το εκάςτοτε πθγάδι, τελικοφ όγκου 0,5μL οι οποίεσ ζχουν προκφψει από 

ανάμιξθ διαλφματοσ πρωτεΐνθσ και διαλφματοσ του παράγοντα κατακριμνιςθσ, που 

ςυνικωσ βρίςκεται ςτο reservoir. Σο reservoir τοποκετείτε ςτα πθγάδια τθσ 

μικροπλάκασ κρυςτάλλωςθσ από τον χριςτθ ενϊ οι ςταγόνεσ ςχθματίηονται με 

ανάμιξθ αυτόματα με χριςθ ρομποτικισ διάταξθσ (Oryx nano Douglas Instruments).  

Κατά τθ διεξαγωγι των πειραμάτων χρθςιμοποιικθκε ποικιλία αναλογιϊν  

ανάμιξθσ πρωτεϊνικοφ διαλφματοσ και reservoir (π.χ.  πρωτεΐνθ:reservoir, 1:1, 1:2 ι 

2:1. Όταν ολοκλθρωκεί θ τοποκζτθςθ των ςταγόνων, Θ μικροπλάκα κρυςτάλλωςθσ 

ςφραγίηεται με διάφανθ πλαςτικι μεμβράνθ και φυλάςςεται ςτουσ 20°C όπου και 

ξεκινά το πρϊτο ςτάδιο τθσ κρυςτάλλωςθσ, θ πυρινωςθ. 

Οι παρατθριςεισ τθσ μικροπλάκασ κρυςτάλλωςθσ αρχίηουν 24, 36 και 48 ϊρεσ μετά 

το πείραμα τθσ κρυςτάλλωςθσ και ςτθ ςυνζχεια θ παρατιρθςθ πραγματοποιείται 

ανά 2-3 μζρεσ για τθν παρακολοφκθςθ τθσ εξζλιξθσ του πειραματικισ διαδικαςίασ.  

΢τον Πίνακα 2.3, παρουςιάηεται θ αρίκμθςθ τθσ μικροπλάκασ υποδεικνφοντασ τισ 

κζςεισ εκείνεσ που χρθςιμοποιικθκαν ςε κάκε πειραματικι διαδικαςία. Θ κζςθ του 

κάκε πθγαδιοφ ςτθν μικροπλάκα κρυςτάλλωςθσ ορίηεται με ζναν χαρακτιρα (για 

κάκε οριηόντια γραμμι) και ζναν αρικμό (για κάκε ςτιλθ). Για παράδειγμα, το 

περιεχόμενο του πθγαδιοφ από τθ ςειρά Α και τθ ςτιλθ 1 αντιςτοιχεί ςτο πθγάδι 

A1. Επειδι κάκε πθγάδι ζχει δυο ςταγόνεσ, ςτισ μικροπλάκεσ κρυςτάλλωςθσ με 96 

http://www.labtimes.org/labtimes/method/methods/2010_06.lasso
https://www.moleculardimensions.com/products/5089-Top-96-Crystallisation-Screen/
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κζςεισ, χρθςιμοποιείται επίςθσ ο όροσ πάνω ι κάτω π.χ. για τθν επάνω ςταγόνα του 

πθγαδιοφ ςτθν ςειρά Α και τθ ςτιλθ 1 πρζπει να αναφερκεί Α1-πάνω κατά τθν 

ςυλλογι φωτογραφιϊν ι ςε αναφορά για τθν ςυγκεκριμζνθ ςταγόνα. ΢ε κάκε 

«κελί» του Πίνακα 2 περιγράφονται επίςθσ, οι ςυνκικεσ που μελετικθκαν ςε κάκε 

ςταγόνα. Οι ςυγκεντρϊςεισ είναι οι αρχικζσ ςυγκεντρϊςεισ του πρωτεϊνικοφ 

διαλφματοσ και του reservoir πριν τθν ανάμιξθ. ΢υνοψίηοντασ, ζνασ τυπικόσ πίνακασ 

με τθ βοικεια του οποίου ςχεδιάηεται και αποτυπϊνονται οι δοκιμζσ 

κρυςτάλλωςθσ για ζνα πείραμα παρουςιάηεται ςτον Πίνακα 2.3 

Όλα τα πειράματα ςχεδιάηονται με τον τρόπο χρθςιμοποιϊντασ το πρόγραμμα Εxcel 

ϊςτε να φαίνονται οι ςυνκικεσ κάκε πθγαδιοφ και να γίνονται πιο εφκολα οι 

υπολογιςμοί. Οι ςυνκικεσ που αφοροφν τισ δοκιμζσ κρυςτάλλωςθσ ςτο πλαίςιο τθσ 

παροφςασ εργαςίασ παρατίκενται ςτο τζλοσ με τθ μορφι παραρτιματοσ (βλ. 

Παράρτθμα Χ) 

 

Πίνακασ 2.3: ΢χεδιαςμόσ πειράματοσ κρυςτάλλωςθσ μικροπλάκασ κρυςτάλλωςθσ 

(Δοκιμι 1). Οι γραμμζσ Α, Β αφοροφν ςτθ φυςικι πρωτεΐνθ ενϊ οι γραμμζσ C, D το 

μετάλλαγμα αυτισ. 

 1 2 3 4 5 6 

A 0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:10mg/ml 

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:10mg/ml 

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:10mg/ml  

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:10mg/ml 

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:10mg/ml  

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:10mg/ml  

B 0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:12mg/ml  

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:12mg/ml  

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:12mg/ml  

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:12mg/ml  

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:12mg/ml  

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:12mg/ml  

C 0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:10mg/ml 
MUTANT 

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20% PEG 
3350 
Prot:10mg/ml 
MUTANT 

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:10mg/ml 
MUTANT 

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:10mg/ml 
MUTANT 

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:10mg/ml 
MUTANT 

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:10mg/ml 
MUTANT 

D 0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 

 0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 

0,2M Na 
acetate  
0,1M Bis-Tris 
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pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:12mg/ml 
MUTANT 

pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:12mg/ml 
MUTANT 

pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:12mg/ml 
MUTANT 

pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:12mg/ml 
MUTANT 

pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:12mg/ml 
MUTANT 

pH=7 
20%PEG 3350 
Prot:12mg/ml 
MUTANT 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 3 

ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ-΢ΤΖΗΣΗ΢Η 
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3.1 Έλεγχοσ του πλαςμιδιακοϑ DNA ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 

Για τον ζλεγχο τθσ φπαρξθσ του πλαςμιδιακοφ DNA ςτο επικυμθτό μζγεκοσ 

παραςκευάςκθκε πικτωμα αγαρόηθσ, ςτο οποίο «φορτϊκθκε» ποςότθτα από το 

DNA και των δυο διαφορετικϊν πλαςμιδίων με χρωςτικι για να είναι ορατά ςτο 

πικτωμα κακϊσ και ζνασ μάρτυρασ/δείκτθσ (lader) γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ, ο 

οποίοσ διατίκεται ςτο εμπόριο (Nippon Genetics Europe cat. No: MWD1). Ο 

μάρτυρασ ζχει ςυγκεκριμζνου μεγζκουσ ηϊνεσ που χρθςιμοποιοφνται ςαν πρότυπεσ 

για να ταυτοποιθκεί το μζγεκοσ των δικϊν μασ και να αποφανκοφμε αν είναι οι 

επικυμθτζσ. ΢τθν παρακάτω εικόνα φαίνεται πωσ τα δυο πλαςμίδια είναι ίδιου 

μεγζκουσ.  

 

Εικόνα 3.1: Πικτωμα αγαρόηθσ: αριςτερι διαδρομι: Δείκτθσ γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ, 

μεςαία διαδρομι: πλαςμιδιακό DNA από το πλαςμίδιο με τθν πρωτεΐνθ αγρίου τφπου 

(WT), δεξιά διαδρομι: πλαςμιδιακό DNA με τθν μεταλλαγμζνθ πρωτεΐνθ (SDM)   

 

3.2 Έλεγχοσ τησ ϋκφραςησ τησ πρωτεϏνησ με πόκτωμα 

πολυακρυλαμύδησ  

Σο πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ (SDS-PAGE) παραςκευάςκθκε για να γίνει 

ζλεγχοσ του μεγζκουσ τθσ πρωτεΐνθσ. Για να γίνει θ ςφγκριςθ χρθςιμοποιικθκε θ 
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ίδια ποςότθτα πρωτεΐνθσ και από τα δυο δείγματα κυττάρων και ςτθ ςυνζχεια 

εφαρμόςκθκε θ μζκοδοσ Bradford για να μετρθκεί θ ποςότθτα τθσ πρωτεΐνθσ που 

ζχουν τα δείγματα.  

Με τα αποτελζςματα που προζκυψαν από τθ μζκοδο Bradford,  καταςκευάςτθκε θ 

πρότυπθ καμπφλθ βάςει των διαδοχικϊν πρότυπων ςυγκεντρϊςεων BSA και των 

αντίςτοιχων τιμϊν οπτικισ πυκνότθτασ (΢χιμα 3.1)  

 

΢χθμα 3.1: Πρότυπθ καμπφλθ ςυγκεντρϊςεων BSA 

Παρατθρικθκε ότι οι οπτικζσ πυκνότθτεσ των πρότυπων ςυγκεντρϊςεων 

αυξάνονται κλιμακωτά χωρίσ να παρεκκλίνουν ςθμαντικά από τθν γραμμι τάςθσ. 

Επιπλζον οι οπτικζσ πυκνότθτεσ των δειγμάτων ιταν 1,0315 για το WT θ αραίωςθ 

1/100 και 1,275 για mutant επίςθσ θ αραίωςθ 1/100 . Αυτζσ οι τιμζσ βρίςκονται 

μζςα ςτο εφροσ των τιμϊν των πρότυπων ςυγκεντρϊςεων. Ζτςι χρθςιμοποιικθκε θ 

εξίςωςθ ϊςτε να πραγματοποιθκεί ποςοτικοποίθςθ των δειγμάτων.  

Θ οπτικι πυκνότθτα προζρχεται από τα 10 μl τθσ αραίωςθσ 1/100 του 

αρχικοφ διαλφματοσ πρωτεΐνθσ. ΢υνεπϊσ οι τιμζσ 1,0315 και τα 1,2758 αντιςτοιχοφν 

ςε 33,08 και 69,03 μg/ml πρωτεΐνθσ αντίςτοιχα. ΢το πικτωμα θλεκτροφορικθκαν 

ςυνολικά 30 μl, και ο όγκοσ των δειγμάτων που θλεκτροφορικθκε ιταν 0,6 μl από 

το κακζνα. ΢τθν Eικόνα 3.2 του πθκτϊματοσ θλεκτροφόρθςθσ, φαίνεται πωσ 

προςδιορίςτθκε, με τθ χριςθ μάρτυρα γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ και παρουςία 
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αποδιατακτικοφ παράγοντα (SDS-PAGE), το μοριακό βάροσ τθσ πρωτεΐνθσ, θ οποία 

εμφανίςτθκε ωσ μία ηϊνθ μοριακοφ βάρουσ περίπου 55,4 KDa.  

 

Εικόνα 3.2: SDS-PAGE από το batch 4 των πρωτεϊνικϊν δειγμάτων. Διαδρομι 1: Μάρτυρασ 

γνωςτοφ μοριακοφ βάροσ, 2: θ αγρίου τφπου πρωτεΐνθ (wild type), 3: θ πρωτεΐνθ με τθν 

μετάλλαξθ ( site directed mutagenesis)    

 

3.3 Δοκιμϋσ κρυςτϊλλωςησ 

Οι δοκιμζσ κρυςτάλλωςθσ που πραγματοποιικθκαν μζχρι να λθφκοφν 

τριςδιάςτατοι κρφςταλλοι ιταν αρκετζσ με χριςθ τόςο των ςυνκθκϊν που 

ςχεδιάςκθκαν ορκολογικά με βάςθ τθ βιβλιογραφία αλλά και επιπρόςκετων 

εμπορικά διακζςιμων ςυνκθκϊν. Παρακάτω ζχουν παρατεκεί όλεσ οι μικροπλάκεσ 

κρυςτάλλωςθσ με τθ ςειρά που πραγματοποιικθκαν τα πειράματα και τα επί 

μζρουσ αποτελζςματα που ελιφκθςαν από αυτά κακϊσ και ςυγκεντρωτικά τα 

αποτελζςματα όλων αυτϊν των δοκιμϊν. Τποδεικνφονται οι πλζον κατάλλθλεσ 

ςυνκικεσ, οι οποίεσ φαίνεται να οδθγοφν ςε καλοςχθματιςμζνουσ κρυςτάλλουσ για 

μελζτεσ περίκλαςθσ με χριςθ ςυμβατικϊν πθγϊν ακτίνων-Χ ι/και ςυγχροτρονικισ 

ακτινοβολίασ. 
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Δοκιμι κρυςτάλλωςθσ 1:  

Αρχικά πραγματοποιικθκε ςάρωςθ επιλεγμζνων εμπορικά διακζςιμων ςυνκθκϊν 

από τθν εταιρεία Molecular Dimensions Ltd. Εξ’ αυτϊν μία μόνο ςυνκικθ ζδωςε πιο 

ευμεγζκεισ κρυςτάλλουσ χρθςιμοποιϊντασ τισ τρεισ πρϊτεσ παραςκευζσ πρωτεΐνθσ 

(batches 1-3). Σα καλφτερα αποτελζςματα ελιφκθςαν από τθν δεφτερθ παρτίδα και 

παρουςιάηονται ςτθν Εικόνα 3.3, θ δε ςυνκικθ περιελάμβανε 20% PEG3350, 0,2M 

Sodium iodide, 0,1M Bis-Tris pH 7.5: μεγάλουσ κρυςτάλλουσ με αρχικι ςυγκζντρωςθ 

πρωτεΐνθσ 4mg/ml (για τα batches 1, 2) και 7mg/μl (για το batch 3) και ςε αναλογία 

πρωτεΐνθσ:reservoir, 1:1 και 1:2.  

 

               

        

Εικόνα 3.3. Κρφςταλλοι τθσ 6-P-β-GH1 από τθν πρϊτθ δοκιμι κρυςτάλλωςθσ εμπορικά 

διακζςιμων ςυνκθκϊν. 

 

Επαναλιφκθκαν οι αρχικζσ ςυνκικεσ όπου παρατθρικθκαν κρφςταλλοι ενϊ 

ταυτόχρονα διερευνικθκαν επιπλζον παράμετροι όπωσ θ ςυγκζντρωςθ τθσ 

πρωτεΐνθσ και θ επίδραςθ τθσ πολυαικυλενογλυκόλθσ.  

Σα αποτελζςματα ζδειξαν ότι μείωςθ του PEG3350 ςε 15% (w/v) διατθρϊντασ τα 

υπόλοιπα ςυςτατικά ςε ςυνδυαςμό με αφξθςθ τθσ πρωτεϊνικισ ςυγκζντρωςθσ ςε 
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αρχικι ςυγκζντρωςθ 12 mg/ml ζδωςε μεγαλφτερουσ αλλά διςδιάςτατουσ 

κρυςτάλλουσ (αναλογία ανάμιξθσ πρωτεΐνθ:reservoir, 1:1) (Εικόνα 3.4) 

 

   

Εικόνα 3.4. Κρφςταλλοι τθσ 6-P-β-GH1 από τθν πρϊτθ δοκιμι κρυςτάλλωςθσ εμπορικά 

διακζςιμων ςυνκθκϊν με ελαφρά μείωςθ τθσ ςυγκζντρωςθ του καταβυκιςτικοφ και 

αφξθςθ τθσ πρωτεϊνικισ ςυγκζντρωςθσ. 

 

Αντιςτοίχωσ, μελετικθκε και θ επίδραςθ τθσ αφξθςθσ τθσ ςυγκζντρωςθσ του 

PEG3350 ςε 25% (w/v) και 30% (w/v), ωςτόςο δεν παρατθρικθκαν εξαιρετικζσ 

μεταβολζσ ενϊ παρατθρικθκε ότι θ λίγο χαμθλότερθ ςυγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ 

(10mg/μl) δίνει καλφτερα αποτελζςματα.  

Αντικατάςταςθ του PEG3350 με PEG4000 (20% (w/v) PEG 4000, 0,2M NaI, 0,1M Bis-

Tris pH 7.5) αναπτφχκθκαν κρφςταλλοι ςε δφο διαςτάςεισ (thin plates), ωσ 

ςφμπλεγμα, ςε δφο διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ πρωτεΐνθσ (10mg/ml & 12 mg/ml) 

και αναλογία ανάμειξθσ πρωτεΐνθσ:reservoir 1:1 (Εικόνα 3.5).  
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Εικόνα 3.5. ΢φμπλεγμα κρυςτάλλων που αναπτφχκθκε παρουςία PEG4000 20% 

(w/v).  

 

Επίςθσ, ελζγχκθκαν οι ίδιεσ ςυνκικεσ με 15% (w/v) PEG 4000, όπου δεν 

παρατθρικθκαν όμωσ κρφςταλλοι αλλά οφτε και ίηθμα και οι ςταγόνεσ παρζμειναν 

διαυγείσ (clear drops). Αντίςτοιχα, όταν διερευνικθκε θ επίδραςθ χαμθλότερου 

μοριακοφ βάρουσ PEG 400 ςε ςυγκεντρϊςεισ 15% & 20% (w/v), αντί του PEG4000 

και οι ςταγόνεσ επίςθσ παρζμειναν διαυγείσ.  

Δοκιμι κρυςτάλλωςθσ 2:  

Προκειμζνου να βελτιωκεί το μζγεκοσ των κρυςτάλλων, χρθςιμοποιικθκαν 

τζςςερα (4) διαφορετικά πρόςκετα, αικυλενογλυκόλθ, γλυκερόλθ, διοξάνιο, octyl-

a/b glucoside ςε ποςοςτό 7, 10% (v/v). Για τον ςκοπό αυτό, δοκιμάςτθκαν 

διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ 15, 20, 25, 30% (w/v) PEG3350 και 20% (w/v) PEG4000. 

Σζλοσ δοκιμάςτθκαν διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ του batch 3 τθσ αγρίου τφπου 

πρωτεΐνθσ και 12mg/μl του μεταλλάγματοσ, με αναλογία πρωτεΐνθσ: reservoir 2:1 

και 1:1.  

Οι μικροπλάκεσ κρυςτάλλωςθσ ελζγχκθκαν τθν 21θ και 30θ θμζρα από τθν 

θμερομθνία που διεξιχκθ το πείραμα κρυςτάλλωςθσ όπου φάνθκε ότι το διοξάνιο 

και θ αικυνελογλυκόλθ βοθκάνε περιςςότερο ςτθν ανάπτυξθ κρυςτάλλων ςε ςχζςθ 

με τα άλλα δφο πρόςκετα που χρθςιμοποιικθκαν. Οι ςταγόνεσ ςτισ οποίεσ 

χρθςιμοποιικθκε 30% (w/v) PEG3350 και 20% (w/v) PEG4000 και για τον mutant 

δεν παρατθρικθκαν κρφςταλλοι. Ωςτόςο μετά τθν πάροδο περίπου δφο μθνϊν 

παρατθρικθκαν βελτιωμζνοι κρφςταλλοι για το WT ςτισ εξισ ςυνκικεσ: 0,2Μ 
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Sodium iodide, 15% PEG3350 (w/v) 0,1M Bis-Tris pH 7,5 παρουςία 10% (v/v) 

γλυκερόλθ, οι οποίοι ωςτόςο ιταν μικροφ μεγζκουσ (Εικόνα 3.7). 

         

Εικόνα 3.6. Μονοκρφςταλλοι οι οποίοι αναπτφχκθκαν παρουςία 10% (v/v) 

γλυκερόλθσ ςτισ ιδθ ταυτοποιθμζνεσ ςυνκικεσ. 

 

Λαμβάνοντασ υπϋ όψιν τθ κετικι επίδραςθ τθσ γλυκερόλθσ, επαναλιφκθκαν οι 

ςυνκικεσ προκειμζνου να παραχκοφν αρκετοί κρφςταλλοι οι οποίοι κα μποροφςαν 

να χρθςιμοποιθκοφν ςτθ ςυνζχεια για μικροςπορά.  

 

Δοκιμι κρυςτάλλωςθσ 3:  

Δοκιμάςκθκε εκ νζου θ εμπορικά διακζςιμθ ςυνκικθ, αυξάνοντασ αυτιν τθ φορά 

τθ ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςε 10 και 12 mg/ml για τθ φυςικοφ τφπου πρωτεΐνθ 

και 12 και 14 mg/ml για το μετάλλαγμα διατθρϊντασ τισ ςυγκεντρϊςεισ των 

υπολοίπων ςυςτατικϊν (20% (w/v) PEG3350, 0,2M Sodium iodide, 0,1M Bis-Tris pH 

7,5) με αναλογία πρωτεΐνθσ:reservoir 1:1 και 2:1. Για τθν φυςικοφ τφπου πρωτεΐνθ 

καλφτερα αποτελζςματα παρατθρικθκαν ςτισ ςταγόνεσ όπου θ αρχικι 

ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ ιταν 10 mg/μl και θ ανάμιξθ ζγινε ςε αναλογία 2:1. Οι 

ςταγόνεσ με λίγο πιο αυξθμζνθ ςυγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ (12 mg/μl) ζδωςαν 

ςφμπλεγμα μικροκρυςτάλλων ςε ςχιμα αχινοφ. Για το μετάλλαγμα τα καλφτερα 

αποτελζςματα καταγράφθκαν για τισ ςταγόνεσ εκείνεσ ςτισ οποίεσ θ αρχικι 

ςυγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ ιταν 12 mg/μl και θ αναλογία ανάμιξθσ 2:1, ενϊ ςτθν 

αυξθμζνθ ςυγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ (14mg/μl) καλφτερα ιταν τα αποτελζςματα  με 

αναλογία 1:1. Από τα παραπάνω ςυμπεραίνουμε ότι θ πρωτεϊνικι ςυγκζντρωςθ 
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γφρω ςτα 12 mg/μl ιταν ικανοποιθτικι και για τα δφο δείγματα που εξετάςκθκαν 

χωρίσ να παρατθροφνται ςθμαντικζσ διαφορζσ. 

 α. β. 

Εικόνα 3.6. (α) κρφςταλλοι φυςικισ πρωτεΐνθσ και (β) ςφμπλεγμα κρυςτάλλων 

μεταλλάγματοσ. 

 

Δοκιμι κρυςτάλλωςθσ 4:  

Με βάςθ όλα τα προθγοφμενα αποτελζςματα εξετάςκθκαν εκ νζου θ ςυνκικθ 15% 

(w/v) PEG3350, 0,2 Μ Na iodide, 0,1 Μ Bis-Tris pH 7,5 παρουςία 10% (v/v) 

γλυκερόλθσ και ςυγκζντρωςθ 12mg/μl για για τα δφο πρωτεϊνικά δείγματα. ΢τθν 

περίπτωςθ του μεταλλάγματοσ εξετάςκθκε και λίγο υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ 

PEG3350 20% (w/v) παρουςία και απουςία γλυκερόλθσ. 

Σα αποτελζςματα ζδειξαν ςχθματιςμό βελονοειδϊν κρυςτάλλων  όπωσ φαίνεται 

ςτθν παρακάτω εικόνα για όλεσ τισ ςταγόνεσ τθσ φυςικισ πρωτεΐνθσ και κάποια 

μεγάλα ςυμπλζγματα κρυςτάλλων για το μετάλλαγμα (Εικόνα 3.7).  

 

α β  γ 

Εικόνα 3.7. (α) κρφςταλλοι φυςικισ πρωτεΐνθσ και (β), (γ) ςφμπλεγμα κρυςτάλλων 

μεταλλάγματοσ παρουςία γλυκερόλθσ. 
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 ΢υνοψίηοντασ τα παραπάνω αποτελζςματα δθμιουργικθκε θ ανάγκθ 

επανεξζταςθσ των πρωτεϊνικϊν δειγμάτων και γι’ αυτό αποφαςίςκθκε να γίνει εκ 

νζου παραςκευι αυτϊν. Εφαρμόςκθκε το ιδθ ανεπτυγμζνο πρωτόκολλο ζκφραςθσ 

και κακαριςμοφ του ενηφμου και του μεταλλάγματοσ αυτοφ ςτο εργαςτιριο του 

κακ. Δ. Χατηθνικολάου και θ κακαρότθτα του παραςκευάςματοσ ελζγχκθκε με 

θλεκτροφόρθςθ (κεφάλαιο 3, Εικόνα 3.2)   

 

Δοκιμι κρυςτάλλωςθσ 5:  

Επαναλιφκθκαν οι βζλτιςτεσ ςυνκικεσ για τα δφο πρωτεϊνικά δείγματα του batch 

4, 15% & 20% (w/v) PEG3350, 0,2 Μ Sodium iodide, 0,1 Μ Bis-Tris pH 7,5 παρουςία 

και απουςία 10% (v/v) γλυκερόλθσ.  

  

Εικόνα 3.8. Σα αποτελζςματα τθσ κρυςτάλλωςθσ με χριςθ του batch 4. 

 

Οι ςταγόνεσ με τθν υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ PEG 3350 εμφάνιςαν κρυςτάλλουσ ςε 

ςχιμα αχινοφ. Θ γλυκερόλθ ωσ πρόςκετο δεν φάνθκε να βελτιϊςει τθν ποιότθτα 

των κρυςτάλλων που ςχθματίςκθκαν ενϊ κφριο χαρακτθριςτικό όλων των 

ςταγόνων ιταν ο ςχθματιςμόσ ςυμπλεγμάτων. Οι ςταγόνεσ εκείνεσ που είχαν 

χαμθλότερθ ςυγκζντρωςθ PEG 3350 εμφάνιςαν κθλίδεσ ςαν υγροφσ κρυςτάλλουσ 

από τισ οποίεσ μετά τθν πάροδο λίγων θμερϊν (3 ζωσ 5) αναπτφχκθκαν κρφςταλλοι 

(Εικόνα 3.8). ΢υμπεραςματικά τα καλφτερα αποτελζςματα προζκυψαν ςτισ 

ςταγόνεσ όπου περιείχαν  15% (w/v) PEG3350 με 12mg/ml πρωτεΐνθ.  

΢τθν περίπτωςθ του μεταλλάγματοσ, δοκιμάςκθκε θ καλφτερθ ςυνκικθ τθσ φυςικισ 

πρωτεΐνθσ δθλαδι αυτι με 15% (w/v) PEG3350 θ οποία φαίνεται ότι ζδωςε 

ςταγόνεσ χωρίσ ίηθμα. Μετά τθν πάροδο 5 θμερϊν εμφανίςτθκαν «κθλίδεσ» μζςα 
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από τισ οποίεσ ςτθ ςυνζχεια προζκυψε ςφμπλεγμα βελονοειδϊν κρυςτάλλων 

(Εικόνα 3.9) ςτισ ςταγόνεσ που περιείχαν 20% (w/v) PEG3350 ενϊ αυτζσ με 15% 

(w.v) PEG3350 είχαν μικρά κρυςταλλάκια των οποίων οφτε το μζγεκοσ, οφτε το 

πλικοσ αυξικθκε. ΢ε αυτιν τθν περίπτωςθ θ υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ 

είχε καλφτερα αποτελζςματα αφοφ εμφάνιςε τισ «κθλίδεσ» νωρίτερα.  

 

 

 

Εικόνα 3.9. Αποτελζςματα των δοκιμϊν κρυςτάλλωςθσ του μεταλλάγματοσ 

χρθςιμοποιϊντασ τισ βζλτιςτεσ ςυνκικεσ τθσ φυςικισ πρωτεΐνθσ (15% (w/v) PEG3350, 0,2 

Μ Sodium iodide, 0,1 Μ Bis-Tris pH 7,5). 

 

Δοκιμι κρυςτάλλωςθσ 6:  

Προκειμζνου να βελτιωκεί το μζγεκοσ των μικροκρυςτάλλων που παρατθρικθκαν 

για τθ φυςικι πρωτεΐνθ χρθςιμοποιικθκε θ μζκοδοσ τθσ μικροςποράσ (seeding) 

χρθςιμοποιϊντασ ιδθ ανεπτυγμζνουσ μικροκρυςτάλλουσ ςε ςχιμα αχινοφ για να 

υποβοθκθκεί το ςτάδιο τθσ πυρινωςθσ κατά τθν διαδικαςία κρυςτάλλωςθσ. Οι 

ςυνκικεσ ιταν ακριβϊσ οι ίδιεσ με αυτζσ που περιγράφθκαν ςτθ δοκιμι 

κρυςτάλλωςθσ 5. Μετά τθν πάροδο 28 θμερϊν, παρατθρικθκαν ωραίοι ραβδοειδισ 

μονοκρφςταλλοι ςε ςτισ περιςςότερεσ ςταγόνεσ ανάλογα με το ποςοςτό 

μικροκρυςτάλλων που εμβολιάςκθκαν. Σα αποτελζςματα ςυνοψίηονται ςτισ 

παρακάτω εικόνεσ  
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Εικόνα 3.10. Μονοκρφςταλλοι του ενηφμου 6-φωςφο-β-γλυκοηιδάςθ, οι οποίοι 

αναπτφχκθκαν μετά τθν εφαρμογι τθσ μεκόδου μικροςποράσ. 

  

3.4 In silico δομικϋσ μελϋτεσ τησ 6-φωςφο-β-γλυκοζιδϊςησ  

 Σο ζνηυμο 6-φωςφο-β-γλυκοςιδάςθ όπωσ είναι γνωςτό από τθ ςχετικι 

βιβλιογραφία ανικει ςτθν οικογζνεια 1 των γλυκοηιδικϊν υδρολαςϊν (EC 3.2.1.86). 

Προζρχεται από το βακτιριο του εδάφουσ Geobacillus sp. SP24, το οποίο ζχει 

απομονϊκθκε από ενδιαιτιματα που ςυλλζχτθκαν από θφαιςτιογενζσ περιβάλλον 

(΢αντορίνθ, Αιγαίο Πζλαγοσ, Ελλάδα) από τθν ομάδα του κακ. Δ. Χατηθνικολάου 

(Stathopoulou et al. 2012).  

Γνωςτισ τθσ αλλθλουχίασ τθσ 6-φωςφο-β-γλυκοηιδάςθσ από τθν 

θφαιςτιογενι περιοχι τθσ ΢αντορίνθσ, πραγματοποιικθκε πρόβλεψθ τθσ 3D δομισ 

του ενηφμου με χριςθ δφο εκ των δθμοφιλζςτερων εξυπθρετθτϊν που 

χρθςιμοποιοφνται για αυτόν τον ςκοπό τουσ i-TASSER (Roy, Kucukural, and Zhang 

2010) και Phyre2 (Kelly et al. 2015). 

3.4.1 Αποτελζςματα Phyre2 

Με βάςθ τθν ομολογία τθσ αλλθλουχίασ των αμινοξζων, θ οποία δόκθκε ωσ 

είςοδοσ ςτον εξυπθρετθτι, ωσ προσ άλλεσ ιδθ προςδιοριςμζνεσ δομζσ, 

προβλζφκθκε θ δευτεροταγισ δομι του ενηφμου. Σα δευτεροταγι ςτοιχεία, α-
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ζλικεσ και β-ελάςματα υποδεικνφονται ςτθν Εικόνα 3.11 μαηί με τισ ςτροφζσ ι τουσ 

βρόχουσ που ενδεχομζνωσ να διακζτει ζνα μόριο.  
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Εικόνα 3.11 : Παρουςιάηεται θ αλλθλουχία των αμινοξζων του ενηφμου και υποδεικνφεται θ 

αντιςτοίχιςθ των δευτεροταγϊν ςτοιχείων (α-ζλικεσ και β-ελάςματα) κακϊσ και οι 

εφκαμπτεσ περιοχζσ (με "?") όπωσ προβλζπεται από το Phyre2 (Kelly et al. 2015). 

Θ ακολουκία αντιπροςωπεφεται με κατάλοιπα χρωματιςμζνα ςφμφωνα με 

ζνα απλό ςχιμα βαςιςμζνο ςε ιδιότθτεσ: (A, S, T, G, P: μικρά / πολικά) είναι κίτρινα, 

(M, I, L, V: υδρόφοβα) πράςινα (K, R, E, N, D, H, Q: φορτιςμζνα) είναι κόκκινα και τα 

(W, Y, F, C: αρωματικά + κυςτεΐνθ) είναι μωβ. Θ πρόβλεψθ τθσ δευτεροταγοφσ 

δομισ περιλαμβάνει τρεισ καταςτάςεισ: α ζλικα, β-πτυχωτι επιφάνεια (β-φφλλο) ι 

ελάςματα. Οι πράςινεσ ζλικεσ αντιπροςωπεφουν α-ζλικεσ, τα μπλε βζλθ 

υποδεικνφουν β-ελάςματα και οι λεπτζσ γραμμζσ δείχνουν ςπείρεσ. Οι περιοχζσ που 

υποδεικνφονται με ερωτθματικό (?) αντιπροςωπεφουν εφκαμπτεσ περιοχζσ. Θ 

γραμμι "εμπιςτοςφνθσ SS" δείχνει τον βακμό εμπιςτοςφνθσ ςτθν πρόβλεψθ από το 

PSIPRED. Με κόκκινο χρϊμα ςθμειϊνεται ο υψθλόσ βακμόσ εμπιςτοςφνθσ και με 

μπλε ο χαμθλόσ. Ζνα μεγάλο ποςοςτό μπλε ι πράςινου ςτθ γραμμι εμπιςτοςφνθσ 

είναι ενδεικτικό για ανίχνευςθ λίγων ομόλογων αλλθλουχιϊν και ςυνεπϊσ χαμθλι 

πικανότθτα επιτυχίασ ςτθ διαδικαςία μοντελοποίθςθσ (Kelly et al. 2015).   

΢τθ ςυνζχεια από τθν αλλθλουχία και με βάςθ τθν δευτεροταγι δομι, ο 

εξυπθρετθτισ χρθςιμοποιεί κάποιεσ ιδθ γνωςτζσ δομζσ κατατεκειμζνεσ ςτθν 

πρωτεϊνικι βάςθ δεδομζνων (Protein Data Bank, PDB), οι οποίεσ είναι πιο κοντά 

ςτθν δομικι διαμόρφωςθ τθσ μελετϊμενθσ πρωτεΐνθσ και βγάηει μια προτεινόμενθ 

δομι χρθςιμοποιϊντασ ωσ πρότυπθ κάκε φορά μια από αυτζσ τισ γνωςτζσ δομζσ. 
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΢τθν παρακάτω εικόνα φαίνονται οι δζκα πιο κοντινζσ γνωςτζσ δομζσ ςτθν 6-

φωςφο-γλυκοηιδάςθ ςφμφωνα με τον εξυπθρετθτι Phyre2 που υπάρχει μεταξφ τθσ 

κάκε δομισ και τθσ 6-φωςφο-γλυκοηιδάςθσ.  

 

Εικόνα 3.12: Αποτελζςματα τθσ ανάλυςθσ που πραγματοποιικθκε από τον εξυπθρετθτι 

Phyre2. Παρουςιάηονται οι 20 πρϊτεσ γνωςτζσ δομζσ 6-φωςφο-β-γλυκοηιδαςϊν που 

χρθςιμοποιικθκαν ωσ πρότυπα (templates) για τθν πρόβλεψθ τθσ τριςδιάςτατθσ δομισ του 

ενηφμου.   

Μια πρϊτθ αναηιτθςθ αυτϊν των κωδικϊν ςτθν πρωτεϊνικι βάςθ 

δεδομζνων ζδειξε ότι οι περιςςότερεσ δομζσ που χρθςιμοποιικθκαν ωσ πρότυπα 

προζρχονται τόςο από β-γλυκοηιδάςεσ όςο και από β-γαλακτοηιδάςεσ. Σο κόκκινο 

χρϊμα ςτισ αλλθλουχίεσ υποδεικνφει τθν αντιςτοίχιςθ ςε όλο το μικοσ τθσ 

πρωτεΐνθσ και τον υψθλό βακμό βεβαιότθτασ για τισ ςυγκεκριμζνεσ αναηθτιςεισ 

ςτθν πρωτεϊνικι βάςθ δεδομζνων. Μπροςτά από τουσ κωδικοφσ με τουσ οποίουσ 

ζχει καταχωρθκεί θ κάκε πρωτεΐνθ ςτθ βάςθ δεδομζνων ο χαρακτιρασ «d» 

υποδθλϊνει τθν περιοχι (domain) ενϊ ο χαρακτιρασ «c» τθν λζξθ αλυςίδα (chain) 

δίδοντασ ςτο χριςτθ ςαφι ζνδειξθ του αν ζχει χρθςιμοποιθκεί ολόκλθρθ θ 

πρωτεΐνθ ι τμιμα αυτισ ωσ πρότυπο. Αξιοςθμείωτο είναι ακόμθ το γεγονόσ πωσ 

από το εικοςτό πρότυπο και κάτω ο εξυπθρετθτισ αδυνατοφςε να βγάλει 

προβλεπόμενθ δομι χρθςιμοποιϊντασ τα υπόλοιπα πρότυπα.. Κατόπιν των 

παραπάνω ο εξυπθρετθτισ Phyre2 πρότεινε μία μόνο 3D δομι ωσ τθν 

προβλεπόμενθ για τθν 6-φωςφο-γλυκοςιδάςθσ, θ οποία και παρουςιάηεται  ςτθν 

παρακάτω Εικόνα 3.13. 
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Εικόνα 3.13: ΢χθματικι αναπαράςταςθ τθσ 3D δομισ του ενηφμου 6-φωςφο-γλυκοςιδάςθ, 

όπωσ αυτό υπολογίςκθκε από τον εξυπθρετθτι Phyre2. Τποδεικνφονται τα δφο καταλυτικά 

αμινοξζα, Glu185 και Glu383 κακϊσ και αμινοξζα ςτο περιβάλλον του καταλυτικοφ κζντρου 

που εμπλζκονται ςτον προςανατολιςμό του υποςτρϊματοσ κατά τθ ςφνδεςι του ςε αυτό. 

Θ εικόνα ετοιμάςκθκε με χριςθ του προγράμματοσ μοριακϊν γραφικϊν Chimera (Pettersen 

et al. 2004). 

3.4.2 Αποτελϋςματα i-TASSER  

In silico δομικζσ μελζτεσ για τθν πρόβλεψθ τθσ 3D δομισ τθσ 6-φωςφο-β-

γλυκοηιδάςθσ πραγματοποιικθκαν χρθςιμοποιϊντασ επίςθσ και τον εξυπθρετθτι i-

TASSER. O i-TASSER εφαρμόηει προςομοιϊςεισ ςυναρμολογθμζνων μοτίβων 

«φφανςθσ» (iterative threading assembly simulations), ςε ςυνδυαςμό με ςτοίχιςθ 

μοτίβων «φφανςθσ», εμπλουτιςμζνων με δευτεροταγι ςτοιχεία και ab initio Monte 

Carlo προςομοιϊςεισ για τθσ μθ ςτοιχιςμζνεσ περιοχζσ (βλ. επίςθσ κεφ. 1, §1.3.2). 

Σα δζκα πρϊτα πρότυπα «φφανςθσ» (threading templates) όπου επιλζχκθκαν από 

το i-TASSER περιζχουν κυρίωσ 6-φωςφο-β-γαλακτοηιδάςεσ όπωσ για παράδειγμα θ 



88 
 

6-φωςφο-β-γαλακτοηιδάςθ από τον μικροοργανιςμό Geobacillus 

stearothermophilus (με κωδικό PDB: 4ZE4), θ 6-φωςφο-β-γαλακτοςιδάςθ από τον 

μικροοργανιςμό Geobacillus stearothermophilus (με κωδικό PDB: 4ΗΕΘ), με το 

ποςοςτό ταυτότθτασ ςτθν αμινοξικι τουσ ακολουκία να κυμαίνεται από 32 ζωσ 98% 

για μια περιοχι ςτοίχιςθσ ςε ποςοςτό από 94 ζωσ 99%. Θ φπαρξθ β-

γαλακτοηιδαςϊν ςτα αποτελζςματα που προζκυψαν από τθ ςτοίχιςθ των μοτίβων 

«φφανςθσ» δεν μασ εκπλιςςει αφοφ και αυτά τα ζνηυμα ανικουν ςτθν κατθγορία 

των υδρολαςϊν και ζχουν επίςθσ απομονωκεί από κερμόφιλο μικροοργανιςμό.  

Ο ςυγκεκριμζνοσ εξυπθρετθτισ προβλζπει τθ δευτεροταγι δομι ωσ μια 

αντιςτοίχιςθ τθσ αλλθλουχίασ των αμινοξζων για τα οποία προβλζπονται οι τρείσ 

καταςτάςεων (ιτοι τα δευτεροταγι ςτοιχεία) δθλαδι α-ζλικεσ (H), β-ελάςματα (S) 

και ςπείρεσ (C) ενϊ ο βακμόσ εμπιςτοςφνθσ παρουςιάηεται κάτω από κάκε 

κατάλοιπο. Ο βακμόσ εμπιςτοςφνθσ για κάκε κατάλοιπο αναγράφεται ςτθν 

τελευταία ςειρά με τιμζσ να κυμαίνονται από 0 ζωσ 9, όπου όςο μεγαλφτεροσ 

βακμόσ τόςο αςφαλζςτερθ θ πρόβλεψθ. 

΢ε ό,τι αναφορά τισ προβλεπόμενεσ δομζσ, ο εξυπθρετθτισ προτείνει δφο 

πικανζσ 3D δομζσ για το ζνηυμο. Ωςτόςο ςυγκρίνοντασ τον βακμό εμπιςτοςφνθσ (C-

score) για τισ δομζσ αυτζσ θ πρϊτθ εξ’ αυτϊν με C-score=1,65 ςε αντίκεςθ με το C-

score=0,41 του δεφτερου μοντζλου φαίνεται να είναι θ ορκότερθ. Ο βακμόσ 

εμπιςτοςφνθσ C είναι μια εκτίμθςθ τθσ εμπιςτοςφνθσ τθσ πρόβλεψθσ τθσ δομισ.  

Συπικά κυμαίνεται ςτθν περιοχι *-5, 2+, όπου θ υψθλότερθ βακμολογία 

υποδθλϊνει ζνα μοντζλο καλφτερθσ ποιότθτασ. Γενικά, επικρατεί πωσ οι 

προβλεπόμενεσ δομζσ με C-score >-1,5 ζχουν ςωςτι διαμόρφωςθ (Roy, Kucukural, 

and Zhang 2010). Θ προβλεπόμενθ 3D δομι για το μελετϊμενο ζνηυμο φαίνεται 

ςτθν παρακάτω Εικόνα 3.14.  
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Εικόνα 3.14. ΢χθματικι αναπαράςταςθ τθσ 3D δομισ του ενηφμου 6-φωςφο-γλυκοηιδάςθ, 

όπωσ αυτό υπολογίςκθκε από τον εξυπθρετθτι i-TASSER (Roy, Kucukural, and Zhang 2010). 

Τποδεικνφονται τα δφο καταλυτικά αμινοξζα, Glu185 και Glu383 κακϊσ και αμινοξζα ςτο 

περιβάλλον του καταλυτικοφ κζντρου που εμπλζκονται ςτον προςανατολιςμό του 

υποςτρϊματοσ κατά τθ ςφνδεςι του ςε αυτό. Επίςθσ, με υποκίτρινο χρϊμα υποδθλϊνεται 

ο βρόχοσ που φαίνεται να ςυμμετζχει ςτθ διαμόρφωςθ του ενεργοφ κζντρου του ενηφμου 

λειτουργϊντασ ωσ «καπάκι» ςε αυτό. Θ εικόνα ετοιμάςκθκε με χριςθ του προγράμματοσ 

μοριακϊν γραφικϊν Chimera (Pettersen et al. 2004). 

 

3.4.3 ΢φγκριςθ τθσ 3D δομισ του ενηφμου 6-φωςφο-γλυκοηιδάςθ όπωσ 

προβλζφκθκε από τουσ δφο εξυπθρετθτζσ κακώσ και με τθ βιβλιογραφία.  

Εν ςυνεχεία πραγματοποιικθκε και ςφγκριςθ των προτεινόμενων 3D δομϊν που 

προβλζφκθκαν από τουσ δφο εξυπθρετθτζσ i-TASSER και Phyre2 με υπζρκεςθ των 
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ατομικϊν τουσ ςυντεταγμζνων βάςει των δευτεροταγϊν ςτοιχείων τθσ κάκε δομισ 

με το πρόγραμμα μοριακϊν γραφικϊν Chimera (Pettersen et al. 2004) που δίνει 

τζτοια επιλογι. Σα αποτελζςματα τθσ υπζρκεςθσ παρουςιάηονται ςτθν Εικόνα 3.15 

 

Εικόνα 3.15: Τπζρκεςθ των προβλεπόμενων 3D δομϊν του ενηφμου 6-φωςφο-γλυκοηιδάςθ 

όπωσ αυτζσ υπολογίςτθκαν από τουσ εξυπθρετθτζσ Phyre2 και i-TASSER (παρουςιάηονται 

με μωβ και κυανό χρϊμα, αντιςτοίχωσ). Για τθν υπζρκεςθ και τθν απεικόνιςθ των δφο 

δομϊν χρθςιμοποιικθκε το πρόγραμμα μοριακϊν γραφικϊν Chimera (Pettersen et al. 

2004). 

Θ ςφγκριςθ των δφο μοντζλων που προκφπτουν από τουσ εξυπθρετθτζσ 

ζδειξε ότι θ ςυνολικι δομι παραμζνει ςχεδόν αμετάβλθτθ, με τισ περιςςότερεσ 

αλλαγζσ να παρατθροφνται ςε περιοχζσ βρόχων, και ιδιαιτζρωσ ςε μια εξ’ αυτϊν 

όπωσ φαίνεται ςτθν Εικόνα 3.15. Πιο ςυγκεκριμζνα, το μοντζλο που προζκυψε από 

το i-TASSER φαίνεται να φζρει ζναν βρόχο ςτθν είςοδο του ενεργοφ κζντρου του 

ενηφμου με τζτοιο προςανατολιςμό που πικανότατα να επθρεάηει τθ δράςθ αυτοφ. 

΢τθν περίπτωςθ τθσ δομισ που προβλζφκθκε από το Phyre2 ο βρόχοσ απουςιάηει.  

Εν ςυνεχεία, για να διερευνθκεί θ διαμόρφωςθ αυτοφ του βρόγχου, 

πραγματοποιικθκε ςφγκριςθ των δφο μοντζλων με τισ ιδθ γνωςτζσ δομζσ από 6-

φωςφο-β-γλυκοηιδάςεσ άλλων μικροοργανιςμϊν. Για τον ςκοπό αυτό, από τισ 
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γνωςτζσ δομζσ αυτϊν των ενηφμων επιλζχκθκαν οι δομζσ εκείνεσ που προζρχονται 

από διαφορετικά βακτιρια και πιο ςυγκεκριμζνα οι 3D δομζσ με κωδικό PDB: 4IPL 

από Streptococcus pneumonia (Yu et al. 2013), 4B3K από Streptococcus pyogenes 

(Stepper et al. 2013), 4GPN από Streptococcus mutans (Michalska et al. 2013) και 

4GZE από Lactobacillus plantarum (Michalska et al. 2013). Πραγματοποιικθκαν 

ςυγκριτικζσ μελζτεσ τόςο ςε επίπεδο αλλθλουχίασ όςο και ςε επίπεδο 3D δομισ με 

χριςθ του προγράμματοσ μοριακϊν γραφικϊν Chimera (Pettersen et al. 2004) 

 Πιο ςυγκεκριμζνα, πολλαπλι ςτοίχιςθ των αλλθλουχιϊν των παραπάνω 

ενηφμων με το μελετϊμενο ζνηυμο ςτο πλαίςιο τθσ παροφςασ εργαςίασ και μελζτθ 

των ςχετικϊν δθμοςιεφςεων βοικθςε ςτθν ταυτοποίθςθ των αμινοξζων που 

ςυμμετζχουν ςτθν κατάλυςθ των εν λόγω ενηφμων, κακϊσ και αμινοξζα ςτθν 

ευρφτερθ περιοχι του καταλυτικοφ κζντρου,  τα οποία περιγράφονται ςτον Πίνακα 

3.1. Όπωσ φαίνεται και ςτον Πίνακα Χ. το ενεργό κζντρο όλων των ενηφμων 

ςυμπεριλαμβανομζνου και του δικοφ μασ είναι αρκετά ςυντθρθμζνο με ελάχιςτεσ 

διαφορζσ οι οποίεσ υποδεικνφονται με ροη ςκίαςθ.  

 

Πίνακασ 3.1. Καταλυτικά αμινοξζα και αμινοξζα ςτθν ευρφτερθ περιοχι του 

ενεργοφ κζντρου των ενηφμων.  

PDB code Αλυςίδα        

6-φωςφο-β-γλυκοηιδάςθ 
Geobacillus SP24  

 E175 E383 S437 W430 L439 K444 Y446 

4IPL  
Streptococcus pneumoniae 

A E171 E364 S422 W415 S424 K430 Y432 

4B3K  
Streptococcus pyogenes 

C E165 E366 S423 W416 L425 N430 Y432 

4GPN 
Streptococcus mutans 

B E176 Q375 S430 W423 G432 K438 Y440 

4GZE 
Lactobacillus plantarum 

A E180 E375 A430 W423 S432 K438 Y440 

΢θμείωςθ: Σα δφο καταλυτικά αμινοξζα που φζρουν τθν ιδιότθτα του δότθ πρωτονίων και 

του νουκλεόφιλου δζκτθ υποδεικνφονται με ζντονα γράμματα ενϊ οι διαφορζσ ςτθν 

αμινοξικι ακολουκία με ροη ςκίαςθ.  

 

Θ ςφγκριςθ όλων των παραπάνω δομϊν ζγινε με υπζρκεςθ των ατομικϊν τουσ 

ςυντεταγμζνων, ςυμπεριλαμβανομζνου και των προβλεπόμενων για το δικό μασ 
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ζνηυμο, με βάςθ τα δευτεροταγι ςτοιχεία με τθ βοικεια του προγράμματοσ 

μοριακϊν γραφικϊν Chimera  (Pettersen et al. 2004). Σα αποτελζςματα τθσ 

ςφγκριςθσ παρουςιάηονται ςτθν Εικόνα 3.16 και ζδειξαν ότι θ αρχιτεκτονικι τθσ 

καταλυτικισ περιοχισ ιταν εξαιρετικά ςυντθρθμζνθ, ενϊ οι πιο ςθμαντικζσ 

διαφορζσ εντοπίςτθκαν κυρίωσ ςε βρόχουσ. 

 

Εικόνα 3.16.: (αριςτερά) Τπζρκεςθ των γνωςτϊν δομϊν 6-φωςφο-β-γλυκοηιδαςϊν με τθ 

δομι που υπολογίςκθκε από τον εξυπθρετθτι i-TASSER και (δεξιά) θ αντίςτοιχθ υπζρκεςθ 

με το μοντζλο που υπολογίςκθκε από τον εξυπθρετθτι Phyre2.  

Επιπρόςκετα, θ προβλεπόμενθ δομι από τον εξυπθρετθτι Phyre2 παρουςίαςε 

μεγαλφτερθ δομικι ομοιότθτα με τισ ιδθ γνωςτζσ δομζσ αντίςτοιχων ενηφμων, ενϊ 

θ ίδια ςφγκριςθ με τθν προβλεπόμενθ δομι του i-TASSER ζδειξε πωσ το 

προβλεπόμενο μοντζλο φζρει ζναν βρόχο, ο οποίοσ δεν παρουςιάηεται ςτισ 

υπόλοιπεσ δομζσ και εντοπίηεται ςτθν είςοδο του ενεργοφ κζντρου.  Ενδεχομζνωσ, 

θ φπαρξθ αυτοφ του βρόχου κα μποροφςε να υποδθλϊνει κάποιον λειτουργικό 

ρόλο λόγω τθσ ςτρατθγικισ του κζςθσ ςτθν είςοδο τθσ κζςθσ δζςμευςθσ του 

υποςτρϊματοσ ωσ «πφλθ» που κα  επιτρζπει ςτο ζνηυμο να εναλλάςςεται μεταξφ 

«κλειςτϊν» και «ανοικτϊν» λειτουργικϊν καταςτάςεων, όπωσ αρχικά προτάκθκε 

για τθν PGALase από L. Lactis (Wiesmann, Hengstenberg, and Schulz 1997). Σζτοια 

ευριματα υποδθλϊςουν ότι οι βρόχοι δφνανται να εμπλζκονται ςτον γενικότερο 

και δυναμικότερο τρόπο δράςθσ των ενηφμων τθσ οικογενείασ GH1. Ο λειτουργικόσ 
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ρόλοσ τζτοιων περιοχϊν χριηει περαιτζρω διερεφνθςθσ κακϊσ κα πρζπει να 

προχωριςει ο προςδιοριςμόσ περιςςοτζρων δομϊν ενηφμων αυτισ τθσ οικογζνειασ. 

 

3.4.4. ΢φγκριςθ με τθσ προβλεπόμενθσ δομισ τθσ 6-φωςφο-β-γλυκοηιδάςθ από 

Geobacillus SP24 με τθ δομι τθσ 6-φωςφο-β-γαλακτοςιδάςθσ από Geobacillus 

stearothermophilus. 

Παράλλθλα με τθν διεξαγωγι των πειραμάτων και τθν ςυγγραφι τθσ 

ςυγκεκριμζνθσ εργαςίασ μια δομι 6-φωςφο-β-γαλακτοςιδάςθσ από τον κερμόφιλο 

μικροοργανιςμό Geobacillus stearothermophilus προςδιορίςκθκε από τον Shoham 

και τουσ ςυνεργάτεσ του ςτο Πανεπιςτιμιο Hebrew τθσ Ιερουςαλιμ ςτο Ιςραιλ. Θ 

δομι του ενηφμου ζχει κατατεκεί ςτθν πρωτεϊνικι βάςθ δεδομζνων (PDB) με 

κωδικό  5ΟΚΒ (Lansky et al. 2017). Σο ζνηυμο αυτό προζρχεται από ζνα διαφορετικό 

ςτζλεχοσ του ίδιου μικροοργανιςμοφ από τον οποίο ζχει απομονωκεί και το υπό 

μελζτθ ζνηυμο. Σο ζνηυμο αποτελείται από δυο διμερι, παρουςιάηει εξειδίκευςθ ςε 

ζνα ευρφ φάςμα υποςτρωμάτων και ανάλογα με τθν αλυςίδα ζχει δράςθ 

γαλακτοςιδάςθσ ι γλυκοηιδάςθσ (Lansky et al. 2017). Για τουσ λόγουσ αυτοφσ 

πραγματοποιικθκε ςφγκριςθ και των δυο μοντζλων που υπολογίςκθκαν με τθν 

δθμοςιευμζνθ δομι (Εικόνα 3.17). Θ υπζρκεςθ ζγινε με βάςθ τα δευτεροταγι 

ςτοιχεία με τθ βοικεια του προγράμματοσ μοριακϊν γραφικϊν Chimera (Pettersen 

et al. 2004) ηθτϊντασ από το πρόγραμμα να πραγματοποιιςει για το κάκε μοντζλο 

τθσ δικισ μασ δομισ το καλφτερο ταίριαςμα με τθν δομι των Lansky et al. 2017. Σα 

αποτελζςματα ζδειξαν ότι θ προβλεπόμενθ δομι από το i-TASSER ταίριαξε 

καλφτερα με τθν μία αλυςίδα τθσ δομισ των (Lansky et al. 2017), θ οποία όπωσ 

περιγράφεται ςτθν ςχετικι δθμοςίευςθ ζχει δειχκεί ότι ζχει δράςθ  

γαλακτοςιδάςθσ, ενϊ θ προβλεπόμενθ δομι του Phyre2 ταίριαξε καλφτερα με τθν 

αλυςίδα, θ οποία ζχει επιδείξει δραςτθριότθτα γλυκοηιδάςθσ.  
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Εικόνα 3.17. Τπζρκεςθ τθσ προβλεπόμενθσ δομισ που υπολογίςκθκε από τον εξυπθρετθτι 

i-TASSER και Phyre2 με τθν δομι από τουσ (Lansky et al. 2017)με κωδικό PDB: 5ΟΚΒ. Για τθ 

ςφγκριςθ και τθ ςχθματικι απεικόνιςθ των πρωτεϊνϊν χρθςιμοποιικθκε το πρόγραμμα 

μοριακϊν γραφικϊν Chimera (Pettersen et al. 2004). 

 

Πράγματι, κινθτικά πειράματα που ζχουν διεξαχκεί ςτο εργαςτιριο του κακ. Δ. 

Χατηθνικολάου από τθν Δρ Α. Γαλανοποφλου ςτο πλαίςιο τθσ διδακτορικισ τθσ 

διατριβισ ζδειξαν ότι το ζνηυμο που μελετάται παρουςιάηει ζνα εφροσ εξειδίκευςθσ 

ωσ προσ διάφορα υποςτρϊματα (Πίνακασ 3.2)  (Galanopoulou 2018). 

Πίνακασ 3.2 Προςδιοριςμόσ των κινθτικών παραμζτρων τθσ 6-φωςφο-β-

γλυκοηιδάςθ από Geobacillus SP24 παρουςία υποςτρωμάτων  

Υπόστρωμα K
m

 (mM) V
max

 (μmol/min/mg) 

P-κελλοβιόδε 6.93 ± 0.51 1.97 ± 0.24 

P-γεντιοβιόδε 4.13 ± 2.11 1.01 ± 0.05 

P-λακτόδε 9.65 ± 0.42 1.08 ± 0.83 

P-para-νιτροφαινυλο-γλυκοπυρανόδε 0.10 ± 0.01 1.27 ± 0.05 
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΢υνεπϊσ τα δφο μοντζλα που προτείνονται από τουσ εξυπθρετθτζσ i-TASSER 

και Phyre2 το μεν ωσ δομικό ανάλογο μιασ 6-φωςφο-β-γαλακτοςιδάςθσ και μιασ 6-

φωςφο-β-γλυκοηιδάςθσ, αντιςτοίχωσ, είναι εξίςου ςωςτά. Ωςτόςο, ο 

προςδιοριςμόσ τθσ τριςδιάςτατθσ δομισ με χριςθ πρωτεϊνικισ κρυςταλλογραφίασ 

ακτίνων Χ κα οδθγιςει ςτθν αποτφπωςθ των δομικϊν χαρακτθριςτικϊν που 

ενδεχομζνωσ είναι κακοριςτικισ ςθμαςίασ για τθ λειτουργία του ενηφμου και τον 

τρόπο με τον οποίο εμπλζκεται ςτθν κατάλυςθ ζναντι διαφόρων υποςτρωμάτων.  

 

 Οι μελλοντικοί ςτόχοι τθσ παροφςασ ερευνθτικισ εργαςίασ αρχικά αφοροφν 

ςτθν περαιτζρω βελτιςτοποίθςθ (ωσ προσ το μζγεκοσ) των κρυςτάλλων τθσ φυςικισ 

πρωτεΐνθσ, τθν εφαρμογι τθσ μεκόδου μικροςποράσ ςτο μετάλλαγμα για τθν 

ανάπτυξθ μονοκρυςτάλλων. Εν ςυνεχεία, κα χρθςιμοποιθκοφν ακτίνεσ Χ είτε από 

ςυμβατικι πθγι, θ οποία διατίκεται ςτο Εκνικό Κδρυμα Ερευνϊν είτε από 

ςυχροτρονικι ακτινοβολία προκειμζνου για τθ ςυλλογι δεδομζνων περίκλαςθσ 

υψθλισ διακριτικισ ικανότθτασ για τον προςδιοριςμό τθσ 3D δομισ των δφο 

πρωτεϊνικϊν δειγμάτων. Ακολοφκωσ, για τθν αποςαφινιςθ του μθχανιςμοφ δράςθσ 

του ενηφμου κα πραγματοποιθκεί ο ςχθματιςμόσ των ςυμπλόκων 

ζνηυμο:υπόςτρωμα είτε με τθ μζκοδο τθσ πρόςδεςθσ αυτϊν με εμβάπτιςθ 

προςχθματιςμζνων κρυςτάλλων ςε διάλυμα υποςτρϊματοσ είτε με τθ μζκοδο τθσ 

ςυγκρυςτάλλωςθσ. Οι τριςδιάςτατεσ δομζσ των ςυμπλόκων κα προςδιοριςκοφν 

επίςθσ με χριςθ ακτίνων Χ. Σα δε υποςτρϊματα που κα χρθςιμοποιθκοφν για 

αυτόν τον ςκοπό είναι ιδθ διακζςιμα ςτο εργαςτιριο του κακ. Δ. Χατηθνικολάου.  
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